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RESUMO

Desde a primeira descricdo de biossensor reportada por Clark e Lyons em 1962, houve um
extenso trabalho no desenvolvimento e aprimoramento de novas técnicas de
biossensoriamento para detec¢do de biomarcadores com relevancia médica. Destaca-se
nesse processo o estudo de superficie de eletrodos, pois esse influencia diretamente em
aspectos como; sensibilidade, estabilidade e qualidade do sinal. Portanto, este projeto
consiste em avaliar comparativamente trés superficies de eletrodos baseadas em
nanoestruturas contendo nanoparticulas de azul da Prussia, funcionando com sonda redox
do sistema, e materiais carbonaceos (como 6xido de grafeno e nanotubos de carbono) para
aplicacdo em biossensores. Foram avaliados aspectos como composi¢ao, caracteristicas
capacitivas redox e estabilidade de sinal. A técnica de andlise utilizada é a espectroscopia
de capacitancia eletroquimica (ECE) que apresenta vantagens como nao usar
amplificadores de sinal (sondas redox) em solugéo, configuracdo esta, importante para
métodos de diagndstico point-of-care. Das superficies analisadas, a composta por
nanoparticulas de azul da Prussia e 6xido de grafeno (PBNP+GQO) apresentou os melhores
parametros de estabilidade e compatibilidade com os aspectos teéricos da técnica de ECE,
sendo entdo selecionada para realizacdo de testes de biossensoriamento que, através da
funcionalizacdo da superficie com anticorpos Anti-IL-6, detectaram seletivamente a
presenca do biomarcador IL-6.

Palavras-chave: Biossensor eletroquimico, Biosensor Capacitivo, Grafeno, Azul da Pruassia,

Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica.



ABSTRACT

Since the first description of biosensor reported by Clark and Lyons in 1962, numerous works
related to the development and enhancement of novel medical biosensing techniques have
been published. In that context, it must be highlighted the study of electrode surfaces as it
has direct influence in aspects like; sensitivity, stability and signal quality. Therefore, this
project aims to evaluate three electrode surfaces based on nanostructures with Prussian
blue nanoparticles, as redox probe, and carbonaceous materials (like graphene oxide and
carbon nanotubes) and their application in biosensors. It was evaluated aspects like
composition, redox capacitive characteristics and signal stability. The electrochemical
capacitance spectroscopy technique (ECE) was used as it offers several advantages like no
need of signal amplifiers (redox probes) in solution and, then, making this technique more
adequate for point-of-care diagnosis. Among the analysed surfaces, the one composed by
Prussian blue nanoparticles and graphene oxide (PBNP+GO) was identified as the best
surface in terms of stability and compatibility to the theoretical aspects of ECE. Therefore,
that structure was selected to further biosensing essays, by functionalizing the surface with

Anti-IL-6 antibodies, that indicated the selective detection of the IL-6 biomarker.

Keywords: Electrochemical Biosensor, Capacitive Biosensor, Graphene, Prussian Blue,

Electrochemical Capacitance Spectroscopy.
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RGO - Oxido de Grafeno Reduzido

VC - Voltametria Ciclica

W - Elemento de Warburg

Z - Impedancia

p - Resistividade da solugéo
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1 —Introducéo

O atual crescimento populacional aliado ao aumento da expectativa de vida esta
mudando a composi¢cdo demogréafica da populacdo drasticamente. O nimero de pessoas
com mais de 60 anos dobrou nas ultimas quatro décadas e é estimado que em 2050 esse
namero chegue a 2 bilhdes de pessoas [1]. O aumento populacional nesta faixa etaria faz
aumentar o nimero de doencas relacionadas ao envelhecimento como cancer, doencas
cardiovasculares e degenerativas, e o tratamento de tais casos depende de novos métodos
e dispositivos de diagnésticos rapidos e precisos [1]. Também podemos destacar a
importancia de tais dispositivos e metodologias em locais com precéria infraestrutura médica
e no desenvolvimento de novos farmacos [2], salienta-se que todos casos almejam aspectos

como rapidez, confiabilidade e baixo custo.

Essa necessidade tem reflexos no mercado de dispositivos médicos, segundo dados
da Global Market Insights (2015) é estimado que em 2024 as tecnologias de
biossensoriamento atinjam a cifra de 29,6 bilhBes de doélares mundialmente. Mais
especificadamente, biossensores para diagndstico médico com caracteristica point-of-care

representam 47% do total do mercado de biossensores.

Atualmente contamos com uma ampla gama de ensaios para o diagnostico médico,
podemos citar como exemplos 0 sequenciamento genético e a eletroforese de proteinas e
acidos nucleicos. No entanto, devemos destacar o ELISA (do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) como uma das metodologias mais utilizadas e eficientes para o
diagnostico médico. O ELISA funciona como uma técnica de diagndstico molecular, da qual
usa a deteccdo e quantificacdo de marcadores biolégicos (geralmente proteinas e enzimas)
para o progndéstico e diagndstico de determinadas doencas. Apesar de apresentar boa
reprodutibilidade e sensibilidade, a técnica apresenta diversos aspectos negativos e que
limitam o uso do diagndstico molecular em maior extensdo. Dentre esses aspectos,
considerando os protocolos mais comumente utilizados em laboratérios clinicos, podemos
citar a necessidade de mao de obra altamente especializada, de infraestrutura laboratorial
com equipamentos de alto custo e de ser um procedimento laborioso. Adicionalmente, tal
metodologia apresenta limitacdes técnicas como a necessidade da derivatizagdo do analito

em amostras que apresentem coloragao intrinseca, como por exemplo, sangue e urina [3].

Diante desses desafios as metodologias de biossensoriamento baseadas em

técnicas eletroquimicas mostram-se eficientes, pois apresentam aspectos como baixo custo,
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sensibilidade elevada, rapidez, alto rendimento, portabilidade (permitindo testes point-of-

care) e outros [4].

Dentre as técnicas de medida eletroquimica, as mais utilizadas séo as que utilizam
medidas voltamétricas [5], amperométricas [6] e as de resposta em frequéncia, das quais
podemos citar a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e, recentemente, a
espectroscopia de capacitincia derivada da impedancia eletroquimica (ECE) [7]. Essas
duas dUltimas apresentam caracteristicas de grande interesse, por exemplo, propiciar

analises menos deletérias, rapidas e de alta sensibilidade [8].

Todavia, a EIE depende de grande quantidade de sondas redox (atuando como
amplificadoras de sinal) no eletrélito de suporte utilizado nas medi¢des, representando
assim, uma desvantagem da metodologia em aplicacdes point-of-care (pois ha necessidade
de manipulacdo da amostra para o cumprimento deste requisito). Neste aspecto, a técnica
de ECE mostra-se vantajosa, pois as sondas redox estdo incluidas na prépria estrutura do
biossensor, sendo assim, ndo ha necessidade da presenc¢a de nenhum amplificador de sinal

na solugdo avaliada [7].

Tendo-se em mente as vantagens da técnica de ECE, o presente trabalho propbe o
desenvolvimento de uma superficie eletroativa que possa ser utilizada na deteccdo de
marcadores de interesse clinico. Para tanto, € necessério o desenvolvimento de superficies
gue tenham moléculas eletroquimicamente ativas confinadas a superficie do eletrodo e que
essas possam ser funcionalizadas com elementos de reconhecimento biolégico (por

exemplo, anticorpos) [9].

Diversas superficies foram criadas utilizando moléculas com atividade redox, por
exemplo, azul da Prussia ou elevada densidade de corrente como o Oxido de grafeno
reduzido em conjunto com materiais compativeis para 0 acoplamento com a elemento de
reconhecimento biolégico. A atividade eletroquimica de cada superficie foi verificada em sua
compatibilidade com os requerimentos tedricos da metodologia de ECE assim como a sua

estabilidade para a aplicacdo em biossensores.

Em seguida, a superficie com melhores pardmetros analiticos foi testada para
deteccdo do biomarcador molecular IL-6 (relacionado a processos inflamatérios) utilizando a
técnica de ECE cujo principio de deteccgéo € ilustrado na Figura 1. Para tanto, foi necessario
funcionalizar a superficie com anticorpo respectivo (Anti-IL-6) e realizar ensaios para a
confirmacado da deteccdo seletiva do alvo testado. Ressalta-se que o biomarcador testado

tem relativamente baixo peso molecular (26 kDa) se comparado com o0 anticorpo
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(aproximadamente 150 kDa), portanto sendo de dificil detec¢do por técnicas convencionais

de sensoriamento eletroquimico.

antigeno
camada de oxido de grafeno
? g w w
eletrodo de anticorpo
nanoparticulas de carbono vitreo
azul da Prissia
(& O R
C C1 C I, 3

Figura 1 Estrutura do biossensor, sua funcionalizacdo e deteccdo da molécula alvo e suas
respectivas alteragfes nos valores de capacitancia eletroquimica. Nesta sequéncia de figuras vemos
gue a aproximagcdo de moléculas aos centros redox (nanoparticulas de azul da Prissia) causa
interferéncias na densidade de estados das nanoparticulas (representado ilustrativamente na figura
pela mudanca de cor dos quadrados que representam as nanoparticulas de azul da Prissia para tons
mais claros). Essa alteracdo da densidade de estados é traduzida para menores valores de
capacitancia eletroquimica observada nos graficos abaixo. O biossensoriamento ocorre, portanto,
pelo acoplamento das moléculas alvo aos seus respectivos anticorpos o que causa diminuicdo do
sinal capacitivo mensurado (C1>C2>C3) [10].
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1.1 - Biossensores

A definicdo de biossensores pode ser basicamente resumida em dispositivos que
combinam algum material bioldgico com uma plataforma de transdu¢cdo com o objetivo de

detectar algum efeito biolégico ou quimico [11].

Sendo assim, podemos classificar biossensores a partir da sua metodologia de
transducao e pela natureza do elemento de reconhecimento biolégico. Existem na literatura
inmeros tipos e combinacdes de elementos de transdugdo com respectivos elementos de
reconhecimento, evidenciando assim a grande amplitude de possibilidades de arquitetura de

biossensores, cada uma com suas vantagens e desafios.

A respeito das metodologias de transducdo podemos citar as técnicas que utilizam
propriedades térmicas, opticas, de deteccdo de massa e eletroquimicas. A transducdo
Optica € uma das classes mais comumente utilizada em ensaios de biossensoriamento [12]
e dentre os sistemas utilizados podemos destacar a ressonancia plasmonica de superficie,
gue se baseia no fenbmeno de mesmo nome e tem como vantagens a ndo necessidade de
marcadores, elevada sensibilidade e possibilidade de deteccdo em tempo real [13].
Biossensores térmicos se baseiam na medicdo da mudanca de temperatura pela absorcéo
ou producao de calor traduzida por um dispositivo calorimétrico [14]. Quanto a deteccao de
massa podemos exemplificar citando biossensores baseados em cristais piezoelétricos,
onde se consegue medir pequenas variacbes de massa através da variacdo da frequéncia

de ressonancia de cristais de quartzo [15].

Finalmente, os ensaios baseados em propriedades eletroquimicas tém posicdo de
destaque no desenvolvimento de biossensores. Isso se deve ao fato que estes sensores
conseguem agregar caracteristicas favoraveis para um biossensor como, baixo custo,
portabilidade, alta sensibilidade e possibilidade de realizacdo de ensaios multiplexados [4].
Dentre as técnicas eletroquimicas aplicadas a biossensores destacam-se a voltametria

ciclica, cronoamperometria, cronopotenciometria e a impedancia eletroquimica.

Em relagédo ao elemento de reconhecimento bioldgico os biossensores podem utilizar
uma ampla gama de elementos bioldgicos como, por exemplo, enzimas, oligonucleotideos
ou peptideos, células e anticorpos. Biossensores enzimaticos se baseiam na propriedade
catalitica das enzimas para a detec¢do do substrato ou de seu produto [16], como exemplo
podemos citar biossensores que utilizam a enzima glicose oxidase [17] para deteccdo de
moléculas de glicose. Quanto aos biossensores que utilizam peptideos ou oligonucleotideos

destacam-se os aptameros, dos quais sdo moléculas que se ligam a proteinas por
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sequéncias altamente especificas e tém alta estabilidade e baixo custo de producédo [18].
Também podem ser utilizadas células inteiras, onde estas funcionam como elemento de
reconhecimento e produzem sinal mensuravel (como fluorescéncia) na presenca de alvos

moleculares [19].

Outro importante elemento de reconhecimento bioldégico sdo os anticorpos (também
chamados de imunoglobulinas), que sao moléculas derivadas do sistema imunoldgico que
tem como papel o reconhecimento de outras moléculas (denominadas antigenos). Sua
estrutura é composta por duas regibes (Fig. 2), a regido Fab (fragmento de unido ao
antigeno) e regido Fc (fragmento cristalizavel). A regido Fab é responséavel pela ligacdo do
anticorpo com os antigenos, ja a regido Fc é responsavel pela a interacao do anticorpo com
a receptores de superficie de células. O seu uso em biossensores € amplo, sendo os
sensores construidos utilizando imunoglobulinas chamados de imunossensores, pois estas
moléculas possuem grande estabilidade e alta afinidade e especificidade por moléculas alvo

(antigenos) [20].

SITIO DE LIGACAO

coM X

ANTIGENO -
REGIAO Fab

REGIAO FC

Figura 2 Estrutura geral de um anticorpo explicitando suas principais regides.
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1.2 — Técnicas eletroguimicas

A seguir sdo discutidas técnicas eletroquimicas de grande relevancia para o campo
de biossensores, sdo apresentados aspectos tedricos de suas medicbes e utilizacdo em

sensoriamento.

1.2.1 — Voltametria Ciclica:

Experimentos de voltametria ciclica sdo comumente utilizados para o estudo de
reacOes redox e outros processos e reacdes que envolvam a transferéncia de elétrons.
Neste experimento, uma faixa de potencial € aplicada - geralmente por um potenciostato -
no eletrodo de trabalho (que tipicamente € composto de material condutor como ouro, prata
e carbono vitreo). A aplicacdo de um potencial externo no eletrodo gera uma corrente que é
mensurada pelo equipamento, assim, podemos relacionar graficamente a resposta de

corrente em funcéo do potencial aplicado.

s

Quando este experimento é realizado em sistemas redox, como por exemplo,
eletrodos em solugdo contendo o par redox ferrocinio e ferroceno podemos verificar a
geracdo de dois picos de corrente, um referente a oxidagao ferroceno — ferrocinio e outro

referente a reducao ferrocinio — ferroceno.

A equacao de equilibrio para este sistema pode ser definida pela equagéo de Nernst

o RT

E=E h)

nQ, (eq. 1)

onde E é o potencial externo aplicado na célula eletroquimica, E° é o potencial padrdo da
célula, T é a temperatura absoluta, Q € o cociente de reacdo, R € a constante universal dos

gases, n € o numero de elétrons transferidos e F é a constante de Faraday.

Como no exemplo citado esta ocorrendo uma reacdo de oxidacdo onde ha a

transferéncia de um elétron, podemos definir que n =1 e Q pode ser redefinido como

i
Q = o (eq. 2)

onde [Oxi] é a concentracdo de espécies oxidadas e [Red] é a concentracdo de espécies
reduzidas no sistema. E assim, podemos rearranjar a equacdo de Nernst para um sistema

redox com transferéncia de um elétron para
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- _ BTy, (loxid
E=E,q - In ([Red]). (eq. 3)

Desta equacdo podemos aferir que E., € o potencial onde a concentragdo das

espécies reduzidas € igual ao nimero de espécies oxidadas, sendo assim, este potencial

tem nome especial na eletroquimica sendo chamado de potencial formal.

O formato caracteristico do voltamograma de um sistema redox em solucéo € devido
a relacao da taxa de difusdo de espécies (reduzidas ou oxidadas) e o “consumo” delas por
sua respectiva reacdo de oxidacdo ou redugdo. Por exemplo, em um sistema inicial onde as
espécies oxidadas e reduzidas estdo em equilibrio, a variagdo para potenciais mais positivos
acarreta na oxidacdo de ferroceno e isso ocorre em maior intensidade em potenciais mais
positivos até um limite, onde a difusdo de moléculas de ferroceno para as regides mais
proximas do eletrodo é limitada pela alta concentracdo de espécies reduzidas (ferrocinio).
Sendo assim, a transferéncia de cargas ocorre com menor intensidade pois hd um menor
numero de espécies de ferroceno proximas ao eletrodo para ser oxidado, neste caso, a
transferéncia de carga estd mais relacionada a taxa de difusdo do ferroceno. O mesmo
ocorre, mas de maneira inversa, quando a varredura de potencial ocorre no sentido contrario

(ocorrendo a reducao das espécies).

Outro fator importante a ser notado em experimentos que envolvam pares redox em
solucéo é a distancia entre os picos de corrente de oxidacdo e reducdo. Em sistemas com
caracteristicas de estabilidade na reagdo redox (apresentando reversibilidade reacional),
feitos em temperatura ambiente (298 K), transferindo um elétron, de perturbagdo de
pequena amplitude, baixa velocidade de varredura e ao redor do potencial formal a distancia
entre os picos de corrente de oxidacao e reducao € de 59 mV. Alteracdes na estabilidade do
sistema podem ser deduzidas a partir de variacbes dessa amplitude de potencial. Sao
exemplos de possiveis causas de alteracdo do padréo reversivel a oxidacdo ou redugéo
(irreversivel) de alguma molécula e outros fenbmenos que afetem a dindmica dos elétrons

no sistema.

Em termos cinéticos a corrente gerada em experimentos de voltametria ciclica pode

ser relacionada a corrente produzida pela equacao de Butler-Volmer para um elétron
agF acF
j = jo {e 7 (E7Fea) — gr (E-Eea)y, (eq. 4)

onde j é a densidade de corrente do eletrodo, j, € a densidade de corrente de troca em

estado de equilibrio, a, e a. sdo, respectivamente, os coeficientes de transferéncia de carga
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anddica e catddica, E € o potencial aplicado no eletrodo, E., € o potencial do eletrodo no

estado de equilibrio, R é a constante universal dos gases e T a temperatura em Kelvin.

Em experimentos que envolvam a utilizacdo de técnicas de voltametria ciclica em
sensoriamento, a mudanca do perfil de resposta de corrente € utilizada como parametro de
transducéo, que, por exemplo pode estar relacionado a mudanga do valor dos coeficientes
de transferéncia de carga, o que ocasionard uma alteracdo da resposta de corrente

observada nos gréficos de voltametria ciclica.

1.2.2 — Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica utiliza a medi¢do da impedancia para
investigar propriedades cinéticas e termodindmicas de sistemas eletroquimicos.
Diferentemente da voltametria ciclica, a impedancia somente pode ser aplicada de forma
reprodutivel em sistemas onde a excitacdo elétrica segue uma tendéncia linear, sendo
assim, dentre outros requisitos, é necessario que o sinal excitatério de perturbacéo senoidal
nao seja de grande amplitude, pois perde-se a linearidade da resposta de fendmenos de
transferéncia de carga, mas, por outro lado, este potencial deve ser alto o suficiente para

que a relagéo sinal/ruido seja a maior possivel [21].

Basicamente, em um experimento de espectroscopia de impedancia eletroquimica

h& a aplicacdo de um potencial de pequena amplitude com frequéncia variavel
E(t) = E, sen(wt), (eg. 5)

sendo E (t) o potencial aplicado no sistema, E, a amplitude (propria para cada sistema), w é

a frequéncia angular (2rtf) e t € o tempo.

Como resposta ao potencial aplicado, temos a geracdo de uma corrente senoidal

com amplitude (I,) e com diferenca de fase (¢)
1(t) = I, sen(wt + ¢@). (eq. 6)
Assim podemos calcular a impedancia do sistema utilizando como base a lei de Ohm

_EQ®) _ Eq sen(wt) sen(wt)
- I(t) - I4 sen(wt+¢@) - 2 sen(wt+¢)

(eq.7)

Portanto, vemos que a impedancia gerada por um sinal E(t) pode ser calculada em
termos da magnitude Z, e diferenca de fase ¢. No entanto, a equacdo anterior também

pode ser expressada em termos da relacdo de Euler como
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e!® = cos(8) + i sen() (eq. 8)
Tendo-se E(t) e I(t) reescritos

E(t) = Egelot (eq. 9)
I(t) = Ijelwt+e (eq. 10)
Sendo i =+v/—1 e, portanto, temos que a impedancia é:

E(t) _  Ege'®t
1(t) Ioeiwt+(p

Z(w) = = Zye'? (eq. 11)

Z(w) = Zy(sen(0) + icos(0)) (eq. 12)

Vemos entdo, que a impedancia pode ser analisada por uma parte real (Z,sen(6)) e outra

parte imaginaria (Zyjcos(0)).

Z'(w) = Zysen(0) (eq. 13)
Z"(w) = Zyjcos(6) (eq. 14)
Z(w) = Z'(w) + Z"(w) (eq. 15)

Em termos praticos, podemos analisar um sistema eletroquimico visualizando os
dados de impedancia real e imaginaria em um Unico grafico, onde a parte real é associada
com o eixo das abscissas e a imaginaria com o eixo das ordenadas, sendo este grafico

denominado gréfico de Nyquist.

Neste grafico, a analise do espectro de impedancia é facilitada, pois podemos
correlacionar fenbmenos fisicos com caracteristicas graficas. Por exemplo, tendo-se o
circuito impedimétrico mostrado na Figura 3 abaixo como exemplo, podemos indicar o
resistor (R1) associado ao deslocamento inicial no grafico, o resistor (R2) associado
paralelamente com o capacitor (C1) com o semicirculo formado e reta com progressao linear

com o elemento de Warburg (W).
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Figura 3 Circuito equivalente de Randles e suas respectivas associagbes com caracteristicas do
grafico de Nyquist de impedancia.

Na &rea de biossensores essas correlagdes sao particularmente importantes pois, 0
diametro do semicirculo corresponde a resisténcia a transferéncia de cargas. Essa
resisténcia € amplamente utilizada para medir alteracdes superficiais que possam estar

relacionadas a medi¢do de um alvo, portanto servindo como sinal de transducéo.

No caso das monocamadas com sondas redox em solu¢éo, os circuitos equivalentes
de Randles podem ser utilizados para descrever a resposta impedimétrica do sistema. Na
Figura 4 é mostrado um circuito equivalente onde temos a resisténcia ndo compensada da

solucdo (Rsp;), a resisténcia a transferéncia de cargas (R.r), a capacitdncia de dupla

camada (Cp;) e o elemento de Warburg (W) que esta relacionado com fenédmenos de
difusao [23].
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Figura 4 Exemplo de um circuito equivalente de Randles para monocamadas com sondas redox em
solugdo, Rgy, € a resisténcia na solucdo, R.r € a resisténcia da transferéncia de cargas, Cp, € a
capacitancia de dupla camada.

A resisténcia da solugdo é dependente de fatores como concentracdo de ions na

superficie, tipo de ion, temperatura e da area geométrica do eletrodo, podendo assim a

~ l . . .~ ~ s . e
equacado Rgp; = p- resumir as contribuicbes ndo geométricas em p (resistividade da

~ Ly ~ L . . A . , z
solucéo) e a geométrica na relacéo " (onde [ é a distancia e A € a area).

A capacitancia de dupla camada opera na interface entre o eletrodo e seu respectivo
eletrélito de suporte, sendo ela formada quando os ions da solugdo sdo adsorvidos na
superficie do eletrodo, criando assim duas superficies carregadas (do eletrodo e dos ions
adsorvidos) separados por um espaco dielétrico de tamanho da ordem de angstrons. Nesta
disposicdo é formado um capacitor com capacitancia Cp; onde fatores como a area
geomeétrica do eletrodo, rugosidade, potencial do eletrodo, temperatura, tipo de ion podem

afetar seu valor.

A resisténcia de transferéncia de carga € relacionada com a transferéncia de elétrons
no eletrodo (tanto corrente positiva como negativa). Essa resisténcia também depende de
variados fatores como temperatura, concentracdo de ions e tipo de ions, no entanto,
salienta-se a importancia das moléculas de superficie do eletrodo, pois, a modificacdo da
composicdo ou estrutura de moléculas na superficie do eletrodo podem causar alteracdes
nesta resisténcia. Essa alteracdo pode dificultar ou facilitar o acesso de sondas redox na
superficie o que, por sua vez, ocasionara, respectivamente, no aumento ou diminuicdo da
resisténcia de transferéncia de carga [24]. Esse mecanismo é utilizado por diversos
sistemas de biossensoriamento baseados em monocamadas com sonda redox em solucéo,

sendo assim, alteracfes de superficie ocasionadas pela interacdo com a molécula alvo séo
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detectadas pela alteracdo da resisténcia de transferéncia de carga do sistema causada pelo

blogueio as sondas redox [24].

No entanto, sistemas de monocamadas que apresentam sondas redox presas a
superficie tém alta contribuicdo capacitiva advinda de fendmenos eletroquimicos associados
a densidades de estados redox descritos por Bueno e Davis [25] e que sdo explorados mais

eficientemente pela técnica de espectroscopia de capacitancia eletroquimica.

1.2.3 — Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica

Em um sistema de monocamadas com sondas redox confinadas o circuito
equivalente de Randles adaptado por Bueno et al [26] mostra-se mais refinado separando
as contribuicdes faradaicas e nao faradaicas do sistema, permitindo uma analise mais
profunda da origem dos valores capacitivos mensurados em sistemas de monocamadas

com sondas redox acopladas a superficie.

Neste circuito equivalente (Figura 5), o componente ndo faradaico, que ndo envolve
fenbmenos de transferéncia de elétrons, € composto pelas resisténcias da solu¢do (Rgy;) €
nao compensada (R,) e pela capacitancia da monocamada (C,,) e ndo compensada (C,). No
componente faradaico temos a resisténcia de transferéncia de carga (R.r) € a capacitancia
redox (C,).

Figura 5 Circuito similar ao de Randles, proposto por Bueno et al para descrever superficies com
sonda redox confinadas na superficie. Em azul, o componente néo faradaico, correspondente aos
elementos de circuito ndo relacionados a transferéncia de elétrons — capacitancia da monocamada
(Cp), resisténcia ndo compensada (R,) e capacitdncia ndo compensada (C,) — e componente
faradaico, com componentes relacionados a fenbmenos que envolvem transferéncia de carga —
resisténcia de transferéncia de carga (R.;y) e capacitancia redox (C,.). Também se considera a
resisténcia da solucdo (Rgy;).
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A resisténcia da solucéo (Rsp;) tem definicdo similar & da apresentada nos circuitos
anteriores, dependendo de fatores referentes a natureza da solucdo eletrolitica e eletrodo.
Da mesma forma, a resisténcia de transferéncia de cargas (R.y) também é dada pelo o

acoplamento entre o eletrodo e espécies redox [26].

A capacitancia da monocamada (C,,) substitui a capacitancia de dupla camada (Cp;),
gue é mais adequada para interfaces eletrodo-solucdo sem a presenca de monocamadas,
pois considera a contribuicdo capacitiva causada pela presenca da monocamada entre a

interface do eletrodo e solucéo [27].

A capacitancia redox (C,) é uma capacitancia de natureza quimica, diferente da
capacitancia convencional de cargas separadas por um meio dielétrico, que é observada
guando se aplica variacdo de potencial (dV) em um filme nanoestruturado condutor (por
exemplo, monocamadas redox). A aplicacdo deste potencial promove o deslocamento do

nivel de Fermi (dEf) do sistema segundo a equacéao [28]:
dE; = —qdV (eq. 16)

onde g é a carga elementar. Considerando a definicdo de capacitancia € = —dQ/dV, vemos
que dV = —dEs/q e temos que a carga (Q) pode ser considerada em um sistema molecular
como Q = Afq, onde A é a area do eletrodo e f a fracdo de ocupagdo, que por sua vez, é
definida pelo densidade do nimero de estados redox (n) dividido pela densidade molar da

superficie (I'). Sendo assim, temos dQ definido por:
dQ = Aql'df (eq. 17)

E assim temos que a capacitancia quimica do sistema, também chamada de capacitancia

redox, é definida por:

d
C, = qurd—; (eq. 18)

Considerando que a funcdo da fracdo de ocupacdo para um determinado potencial

de deslocamento do nivel de fermi (Er) pode ser definida como:

f(Eo ~ Ey) = —vs; (eq. 19)

1+e kBT

onde E, é o potencial de meia onda do sistema redox, podemos resolver a equacao

diferencial anterior e obtermos a seguinte equacao para a capacitancia redox:
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Aq®r
Cr="—f(1~f) (9. 20)
B
A capacitancia redox ainda pode ser dividida em dois componentes capacitivos, a
capacitancia eletrostatica (C,) e a capacitancia quantica (C,) [29]:

=141
c_r_ce+cq (eq. 21)

A capacitancia eletrostatica (C,) esta relacionada a capacitancia criada pela
superficie do eletrodo carregado e centros redox com cargas opostas, sendo assim, uma
capacitancia eletrostatica convencional. Devida a sua dimensdo molecular e também devido
ao fato que durante uma perturbacao faradaica essa capacitancia é pouco afetada, temos

gue a contribuicdo da componente eletrostéatica € desprezivel..

A capacitancia quantica esta associada com a densidade de estados eletrbnicos do
eletrodo (g,(E)) e da superficie redox (g,(E)) em um determinada nivel de energia do

eletrodo, E, assim:

C_lqzi( t o, 1 ) (eq. 22)

e? \g1(E)  gr(E)

Como a densidade de estados no eletrodo € infinita, vemos que a capacitancia quéantica esta
mais relacionada a densidade de estados da superficie redox. Considerando que a
densidade de estados da superficie redox é altamente influenciada pelo campo elétrico de
moléculas préximas aos centros redox esta capacitancia pode servir como elemento de

transducéo de sensoriamento [9].

A visualizacdo de fenbmenos capacitivos, provenientes de sistemas com sondas
redox confinadas, é dificilmente analisado por espectroscopia de impedancia eletroquimica.
Neste sentido, a espectroscopia de capacitancia eletroquimica se baseia ha mesma técnica
da espectroscopia de impedancia eletroquimica, no entanto, para melhor interpretacdo dos
componentes capacitivos, os dados de impedancia sdo convertidos para capacitancia

complexa utilizando a equacédo abaixo:

1
iwZ*(w)

C'(w) =

(eq. 23)

Tal conversdo nos permite analisar 0s componentes reais e imaginarios da
capacitancia do sistema estudado. Esta andlise é fundamental para o entendimento dos
fendbmenos envolvidos em sistemas com sonda redox imobilizada, pois, nestes sistemas

existem diversas contribuicdes de origem capacitiva.
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Dentre as contribuicdes capacitivas citadas, a capacitancia redox é a de maior
contribuicdo em sistemas de sonda redox confinada em medi¢Bes feitas no potencial de
meia onda do sistema redox [24]. Essa capacitancia é relacionada a densidade de estados
eletrbnicos das sondas redox da superficie, que é altamente sensivel a modificacbes e

amplamente utilizada como transdutor para o sensoriamento biolégico por imunossensores

[71.

1.3 - Engenharia de superficie em biossensores eletroquimicos

A engenharia de superficie € um aspecto fundamental dos biossensores
eletroquimicos, isso porque a superficie tem papel de transdutor do sinal quimico ou
biol6gico para um sinal elétrico mensuravel. Além disso a superficie tem papel importante

como plataforma para o elemento de reconhecimento bioldgico.

Monocamadas automontadas sdo umas das arquiteturas mais importantes e
utilizadas para este tipo de biossensor. Neste tipo de superficie de transducdo geralmente
sdo utilizadas moléculas com grupamentos tidis, dissulfetos e sulfetos que se ligam
fortemente as superficies metalicas (ouro, prata, cobre e outros) formando filmes finos e
com espessura controlavel [30]. Como aspectos positivos podemos citar a facilidade de
miniaturizacdo de sensores que utilizam esse tipo de superficie, pois eles exigem
guantidade minima de moléculas para sua montagem, além disso, estas superficies
apresentam melhor biocompatibilidade pela natureza das monocamadas se assemelharem
as densas e ordenadas estruturas encontradas nas membranas lipidicas celulares [31].
Também é verificado em algumas monocamadas propriedades anti-incrustantes [32] onde
proteinas inespecificas sado repelidas pela superficie do eletrodo (0 que aumenta a

sensibilidade do biossensor).

No entanto, nesta arquitetura, a estrutura das monocamadas é diretamente
relacionada a morfologia do metal [33], portanto, hd necessidade de rigoroso controle e
tratamento de superficie para a obtengcdo de monocamadas estaveis. Também como
limitacdo, deve-se salientar que algumas monocamadas podem sofrer processos de

degradagéo térmica ou elétrica e instabilidade quimica [31].

As monocamadas ainda podem ser divididas entre as que apresentam a sonda redox
presa na superficie e as que tém a sonda redox diluida na solucdo. Neste ultimo tipo de

arquitetura, a alteracdo da cinética de transferéncia de elétrons (entre o eletrodo e centro
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redox) é utilizada como parametro para a medicdo de mudancas relacionadas a fendmenos
de biossensoriamento. Para tanto, € especialmente conveniente a medi¢do da constante da
taxa de transferéncia de elétrons (kzy) que pode ser calculada pelas metodologias
anteriormente citadas de voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica e

outras.

No caso de monocamadas com sonda redox confinada, por apresentar
comportamento altamente capacitivo, a metodologia a ser utilizada é a espectroscopia de
capacitancia eletroquimica, a qual faz a transducdo do evento de sensoriamento com a
alteracdo da capacitancia redox do sistema. Apesar deste sistema apresentar bons
resultados de sensoriamento [34] os problemas relacionados as monocamadas persistem e,
portanto, novas arquiteturas de sistemas com sonda redox confinada podem representar um
avanco importante e, dentro dessa logica, salienta-se materiais com propriedade redox bem

definidas como o azul da Prussia.
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1.4 — Azul da Prussia

O azul da Prussia é um composto de coordenacdo formado por atomos de ferro e
moléculas de cianeto primordialmente utilizado como pigmento. Em eletroquimica, esse
composto é amplamente utilizado por ter boas propriedades redox [35] e por possuir custo

reduzido de produgéo.

Na sua estrutura quimica Fes*[Fe*?(CN)s]s ha um atomo de ferro (lll) que é
coordenado com moléculas de cianeto e atomos de ferro (Il) (Fig. 6). Na forma de cristal ele
se apresenta em um sistema cristalino cubico de face centrada de aresta de 10.2 angstrons
com atomos de ferro (Il) e ferro (lll). Os atomos de nitrogénio se coordenam com 0s atomos
de ferro (Ill) em forma octaédrica e os atomos de carbono circundam os atomos de ferro (ll)
[36].

CN
NC.,, |2 +wCN

NC’ | \CN
CN

3+
Fe 4

Figura 6 Representagdo do composto de azul da Prussia e sua respectiva estrutura cristalina.
Figuras obtidas da referéncia [37].

Em experimentos eletroquimicos, sua caracterizacdo por voltametria ciclica resulta
em dois pares de picos (Fig. 7), na parte oxidada entre os dois picos encontra-se o azul da
Prussia, do qual quando reduzido se transforma para o branco da Prussia. Em potenciais
mais elevados, ocorre uma segunda transicdo, entre azul da Prussia e verde de Berilio, no

entanto, este Ultimo ndo tem boa estabilidade e sofre degradacao ao longo do tempo.
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Figura 7 Voltamograma ciclico de uma superficie de azul da Prussia em eletrodo de vidro de ITO.
Nota-se dois pares de picos redox, sendo o primeiro referente a oxidagcdo e formacao de superficie
composta por azul da Prissia e na sua respectiva reducdo ha a formagdo do branco da Prassia. Em
potenciais mais elevados, ha um segundo pico de oxidagdo referente a transformacgéo da superficie
de azul da Prussia para verde de Berilio. Figura baseada da referéncia [38].

A presenca do potencial redox bem definido do azul da Prdssia é dependente de
uma estabilizacdo eletroquimica envolvendo a modificacdo da composicdo cristalina da

superficie através das seguintes reacdes [39]:

Fe*3,[Fe**(CN)¢ls - [Ky - OHp - mH,0] + nKiorrs1ir0 + nE”
= Fe*®, ,Fe*?,[Fe*?(CN)g]; - [Ki4n * OHp, - mH,0]

Fe*3,[Fe**(CN)¢]s - [Ky - OHy, - mH,0] + nHeJrletrélito +ne-
= Fe*3,[Fe*2(CN)gl3 - [Kit - OHj_y - (m + ) Hy0]

Fe+34[Fe+2(CN)6]3 ' [Ki:_ OHy -mH,0] + nH30:letrélito +ne
= Fe+34[Fe+2(CN)6]3 - [K}:- -OH™ - (m + Zn)HZ
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Cétions de potéassio tém contribuicdo fundamental na formacao do potencial redox do
azul da Prussia, sendo que sua auséncia afeta o pico redox caracteristico desta superficie
[40] pelo fato de que os ions de H* e H;0% ndo podem ocupar os sitios relativo aos ions de

potassio [41].

Apoés a estabilizacdo, o cristal de azul da Prussia passa a se estruturar de acordo
com a férmula Fet3,[Fe*?(CN)¢]s - [Ky - OHy - mH,0], sendo composto por centros
coordenados por atomos de Fe'® e de Fe'?, os atomos de ferro sdo ligados por
grupamentos CN onde Fe*3 se coordena com atomos de nitrogénio e Fe*? com os atomos
de carbono (Fe*? — CN — Fe*3) [39]. Nessa estrutura cristalina existem vacancias periddicas
no lugar dos centros [Fet?(CN)¢]™* e ao seu redor sdo formados clusters de
[Fet3(NC)sOH™]¢ onde ions de K*, H* e H;0* compensam a carga negativa gerada pelas
hidroxilas [42].

A oxidacdo do azul da Prussia inicia-se preferencialmente pelos atomos
pentacoordenados de Fe™3 presentes nas vacancias de [Fe™?(CN)¢]™* e se propaga pela
oxidac&o de todos os atomos de Fe*3, sendo assim, a forma totalmente oxidada (carregada)
do azul da Prassia é inteiramente composta por atomos de Fe*? coordenados
(Fe*?,[Fe*?(CN)els - [Ky - OHy, - mH;0)).

Na area de biossensores eletroquimicos, o azul da Prassia é amplamente utilizado
como detector da presenca de peréxido de hidrogénio, pois, filmes formados com esse
composto tém altas constantes de degradacdo de H»O; [43]. Essa propriedade é utilizada
em associa¢cdo com enzimas oxidases, das quais geram peroxido de hidrogénio no processo
de oxidagao do analito, portanto, a deteccéo de analitos pode ser inferida indiretamente pela
a medicdo da taxa de conversado de peroxido de hidrogénio mensurada pelo sensor com

filmes de azul da Prassia [44].

No entanto, filmes contendo azul da Prassia podem ser utilizados como transdutores
de sensoriamento utilizando sua propriedade redox, por exemplo, no trabalho desenvolvido
por D. Feng et al [45] o aumento da resisténcia de transferéncia de carga da superficie foi
mensurado pela reducdo dos picos redox do azul da Prassia em experimentos de
voltametria ciclica e associada com fenébmenos de acoplamento da superficie com anticorpo

e seu respectivo antigeno alvo.

Como anteriormente apresentado, filmes contendo sondas redox apresentam
propriedades capacitivas relativas ao acoplamento de seus estados eletrénicos com os do

eletrodo e essa capacitancia (redox) é altamente sensivel a altera¢des superficiais. Tendo-
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se isso em mente, as propriedades redox do azul da Prussia podem ser utilizadas para
biossensoriamento utilizando a técnica inovadora de espectroscopia de capacitancia

eletroguimica.
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2 — Objetivos

Objetivo Geral

Producdo de superficie eletroquimica com atividade redox a partir de materiais
nanoestruturados que possa ser utilizada na detec¢cdo de biomarcadores com relevancia

médica em ensaios de espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE).
Objetivos especificos

e Desenvolvimento de superficie com caracteristicas redox estavel e seja compativel
para aplicacdo em ensaios de espectroscopia de capacitancia eletroquimica.
e Realizar ensaios de deteccdo do biomarcador IL-6 usando a capacitancia

eletroquimica como sinal transdutor.
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3 — Materiais e métodos

3.1 — Materiais
Em todos os experimentos de voltametria ciclica, EIE e ECE foi utilizado o

Potenciostato/Galvanostato Autolab (PGSTAT302N), eletrodos auxiliares (contra-eletrodos)
de platina e eletrodos de referéncia de Ag|AgCl (KCI 3 mol/L). Eletrodos de carbono vitreo
(ECV) com diametro de 2 mm (Metrohm) e 3 mm (Basi) foram utilizados como eletrodos de
trabalho. Para a producao dos filmes (que modificam os eletrodos de trabalho) foi utilizado
solucdo 2,0 mg/mL de Oxido de grafeno (GO, do inglés Graphene Oxide) (Sigma),
nanotubos de carbono multicamadas (dimensfes 6-13 nm x 2.5 — 20 pum) (Sigma), solugéo
de poli(cloreto de dialildimetilamonio) (Sigma), solu¢do de hexacianoferrato (lll) de potassio
(Sigma). Para a funcionalizagéo da superficie de 6xido de grafeno com o anticorpo, utilizou-
se N-Hidroxisuccinimida (NHS) e hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
(EDC) ambas obtidas pela Sigma. Para o bloqueio e controle negativo foi utilizado,
respectivamente, solucdo de albumina sérica bovina (BSA) e fetuina compradas da empresa
Sigma. O anticorpo monoclonal anti-interleucina-6 (AIL6) e, seu respectivo antigeno,

interleucina-6 (IL-6) foram comprados da empresa Rheabiotech (Campinas, Brasil).

3.2 — Metodologia

Nos experimentos de avaliacdo da resposta eletroquimica das superficies
produzidas, o tratamento padrao inicial consiste de polimento mecénico utilizando pastas de
aluminas de granulometrias variadas (1,0, 0,3 e 0,05 um), comecando pela de maior
tamanho e finalizando com a de menor. Depois de cada polimento, o eletrodo é imerso em
etanol puro realizando banho ultrassénico por 2 minutos. Posteriormente, cada superficie do
eletrodo foi funcionalizada de acordo a metodologias especificas detalhada nas sessdes
4.1.1a4.1.3.

No experimento para constru¢cdo do imunosensor eletroquimico (utilizando a
superficie descrita na sessdo 4.1.3) o tratamento inicial € pontualmente alterado. Neste
caso, ainda séo utilizados eletrodos de carbono vitreo (3 mm de didmetro), porém eles séo
polidos apenas com a pasta de alumina com granulometria 1,0 um e, posteriormente, limpos
por banho ultrassdnico em etanol puro por 2 minutos. Tal alteracdo deve-se a constatacao
de melhor reprodutibilidade de resultados polindo somente com a pasta de alumina de maior
granulometria. Em seguida, os eletrodos foram mergulhados por 15 minutos em uma

solucdo recém-preparada constituida por 1mM de cloreto de ferro (lll) e 1 mM de
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Hexacianoferrato (lll) de Potassio. Apés retirados da solucdo, os eletrodos foram lavados
com agua Milli-Q. Em seguida, 30 pL de uma solugéo 0,01 mg/mL de 6xido de grafeno foi

depositada sobre os eletrodos, deixando-a até secar em temperatura ambiente por 12 horas.

Na etapa de funcionaliza¢do da superficie de PBNP+GO com anticorpo, os eletrodos
foram incubados por 50 minutos em uma solu¢éo constituida por 0,4 M de EDC e 0,1 M de
NHS para ativacdo dos grupos carboxilicos do éxido de grafeno, conforme mostrado na
Figura 8. Logo apos os eletrodos foram secos com fluxo de nitrogénio sendo, em seguida,
depositados em 30 pL de uma solucdo 0,1 mg/mL (ou 700 nM) do anticorpo monoloclonal
para IL-6 em KCI 0,1 M. Essa solucao ficou sobre a superficie do eletrodo por 1 h em
temperatura ambiente, permitindo a reacdo dos anticorpos com as moléculas de éxido de

grafeno.

o/  Anti-IL-6
S —

Y

NH:z

Figura 8 Esquema ilustrativo da imobilizacdo de anticorpos sobre moléculas de 6xido de grafeno. As
moléculas de EDC e NHS alteram hidroxilas de grupos carboxilicos do 6xido de grafeno favorecendo
a formacédo de ligacdo peptidica com o grupo amino do anticorpo. O tamanho do anticorpo é
meramente ilustrativo, sendo em realidade, muito maior do que demonstrado na figura.

Apéds a incubacdo com os anticorpos, os eletrodos foram lavados cuidadosamente
com agua Milli-Q e, em seguida, a superficie foi bloqueada por 30 min com uma solucdo
0,1% de albumina sérica bovina (BSA) em KCI 0,1M.

As superficies de bio-reconhecimento eletroativas foram  anteriormente
caracterizadas por VC para a verificacdo de seu perfil de resposta faradaica. Superficies

com atividade redox apresentam picos de corrente associados a fendmenos de oxidagéo e
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reducdo como mostrados na Figura 9, a média dos valores de potencial maximo de
oxidagdo (Po) e reducdo (Pr) € definido como potencial formal da superficie redox que

também é o nivel de Fermi do sistema.

1.5
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Potencial (V) vs Ag| AgCl

Figura 9 Grafico de voltametria ciclica da superficie funcionalizada com monocamada de 11-
ferroceno em solucéo de perclorato de tetrabutilaménio 0,02 M (proporcao acetonitrila e agua 20:80),
taxa de varredura de 0,1 mVs-1, faixa de potencial de 0V a 0,7V e eletrodo de referéncia de Ag|AgCI
(KCI 3M). Percebe-se picos do potencial maximo de reducédo (Pr) e potencial maximo de oxidacao
(Po). A média destes potenciais resulta no potencial formal da superficie eletroativa que também é o
potencial do nivel de Fermi do sistema.

A caracterizacdo da superficie de azul da Prussia por microscopia eletrénica de
varredura e espectroscopia de energia dispersiva foi realizada utilizando o microscépio de
varredura de alta resolucdo (FEG-MEG; JEOL modelo 7500F) com eletrodos de carbono
vitreo (funcionalizados e nao funcionalizados com azul da Prissia) apenas secos em

temperatura ambiente e luz infravermelha.

No experimento de espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE) sao
realizadas medigBes por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) no potencial
formal obtido no experimento de voltametria ciclica e em frequéncia tipicamente variando de
1 MHz até 50 mHz, com amplitude de sinal senoidal de 10 mV. Os valores de impedéancia

complexa sdo convertidos para capacitancia complexa utilizando a formula C*(w) =
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[iwZ*(w)]! onde C* é a capacitancia complexa, o é a frequéncia angular (2rf), Z* é a

impedancia complexa e j é o unitario complexo.

Como citado anteriormente, para a realizacdo do experimento de ECE é necessario
definir o potencial formal da superficie. Neste potencial ocorre um equilibrio termodinamico
entre os processos de oxidagao e reducdo das espécies eletroquimicamente ativas sendo o
ponto onde metade do numero de estados eletrbnicos disponiveis da superficie é acessado

e onde a transferéncia de elétrons ocorre com maior intensidade [46].

Sendo assim, a C, é maxima quando realizamos medidas de ECE no potencial
formal pois seu médulo é diretamente proporcional ao nimero de cargas faradaicas
transferidas no sistema redox [26]. Tal relagédo € corroborada pela expressao matematica da

capacitancia redox (equacéo 20).

O valor da capacitancia redox pode facilmente obtido em experimentos de ECE
calculando o didmetro do semicirculo em gréficos de Nyquist de capacitancia (C’ versus C”)

[25] como mostrado na Figura 10.

Em termos de sensoriamento molecular, é importante observar que a capacitancia
obtida no potencial formal é majoritariamente relacionada ao fenbmeno de capacitancia
redox, sendo que a capacitancia advinda de fenébmenos n&o-faradaicos, como efeitos de
dupla camada elétrica e relaxacao idnica, tém contribuicdo reduzida perante a redox [34].
Sendo assim, devido ao fato que a capacitancia redox é altamente sensivel alteracdes na
superficie do eletrodo [7], podemos utilizar desta propriedade para o sensoriamento de

interag@es bioldgicas como a ligagdo de um antigeno em um anticorpo.
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Figura 10 Grafico mostrando medicao de ECE da superficie de azul da Prassia com 6xido de grafeno
em eletrdlito de KCI 0,1M realizadas no potencial formal. Neste caso € possivel observar claramente
a capacitancia redox do sistema (Cr) que é intimamente relacionado ao nimero de estados
eletrdnicos disponiveis na superficie.

Em suma, o fluxograma da Figura 11 resume as principais etapas realizadas em um
eletrodo para a obtencdo de dados de espectroscopia de capacitancia eletroquimica.
Salienta-se que nem todos 0s experimentos seguiram essa ordem, sendo que variacdes sao

explicitamente comentadas ao longo do trabalho.
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Figura 11 Fluxograma de trabalho mostrando os procedimentos basicos realizados para obtencgédo de
dados de espectroscopia de capacitancia eletroquimica (ECE) de eletrodos funcionalizados. Onde a
representa o contra eletrodo de platina e b representa o eletrodo de referéncia de Ag|AgCI.
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4 — Resultados e discusséao

4.1 — Construcao e avaliagdo de superficies com atividade eletroquimica

Primeiramente foi realizada uma triagem das superficies com atividade eletroquimica
redox e de alta densidade de corrente para a definicdo da qual apresenta melhores
parametros em termos de estabilidade, relagbes de Kramers-Kronig (linearidade,
causalidade e estabilidade) e compatibilidade com os requisitos tedricos da espectroscopia
de capacitancia eletroquimica. Como parametro de comparacéo, foram utilizados resultados
obtidos de experimentos com monocamadas redox de 11-ferroceno (11-Fcc), pois elas ja
foram utilizadas com sucesso em abordagens eletroquimicas aplicadas em biossensores
[34].

4.1.1 - Superficie 1 - Eletrodo de Carbono Vitreo + Nanocomposito de Nanotubo e
Grafeno + Nanoparticulas de Azul da Prassia (ECV+RNL+PBNP+NL)

Para a construcdo desta superficie foi produzido um nanocompdsito contendo
nanotubos de carbono multi-camadas (MWCN, do inglés multi-walled carbon nanotubes) e
oxido de grafeno. Tal superficie ja foi descrita na literatura [45] e utilizada com sucesso na
construcdo de um biossensor amperométrico. Para tanto foi feita oxidagcdo de 10 mg de
nanotubos de carbono mullti-camadas por agitacdo ultrassdnica por 3 horas em 1 mL de
uma solucdo 3:1 de acido sulfdrico e acido nitrico. Feito isso, os nanotubos foram lavados
repetidamente com agua Milli-Q até a formac&o de uma dispersdo com um pH proximo ao

neutro, posteriormente, essa dispersao foi seca em estufa a 100 °C.

Com os nanotubos devidamente secos, eles foram misturados com uma solucdo 1
mg/mL do polimero cloreto de polidialildimetilaménio (PDDA) contendo 0,5 M de NacCl e
agitados no banho ultrassénico por 30 minutos até a formacdo de uma disperséo
homogénea. O PDDA residual foi removido com sucessivas lavagens com agua Milli-Q e

centrifugacoes, assim, foi obtido um compésito PDDA-MWCN com carregada positivamente.

Tal compésito foi ressuspendido para 1 mg/mL sendo adicionado 2 mg de 6xido de
grafeno e 4 ml de agua deionizada. Novamente foi realizado um banho ultrassénico por 2

horas até a formacdo de uma dispersdo homogénea. Seguido a isso, foram realizadas
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novas lavagens e centrifugacdes do compdédsito que posteriormente foi seco em estufa a

vacuo em uma temperatura de 60°C por 12 horas.

Adicdo de solugdo 3:1
—p| de acido sulfurico e —_—
acido nitrico

Agitacdo ultrassoénica

Nanotubos

de carbono por 3 horas

OXIDACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO I

1

Repetidas lavagens com
agua Milli-Q até suspensdo
ficar com pH neutro

Adic3o de solugdo de Secagem da dispersao
PDDAeNacl em estufa a 100 °C *T*

A 4

Remocdo de PDDA
residual com sucessivas

Ressuspensdao do compésito
com suspensdo aquosa de
Oxido de grafeno

Agitacdo ultrassOnica
por 30 minutos

v

A 4

lavagens e centrifugacdes

FORMAGAO DO NANOCOMPOSITO
PDDA+NTC CARREGADO POSITIVAMENTE

A 4

Secagem do conrjp05|to Sucessyas Ia~vagens e Agitacdo ultrassénica
em estufa avacuo <= centrifugactes para <=t por 2 horas
(60°C) por 6 horas retirada de residuos

v

Ressuspensao do
compdsito com agua
Milli-Q

Figura 12 Fluxograma para produ¢éo do compdsito molecular (NL) constituido de 6xido de nanotubos
de grafeno, PDDA e 6xido de grafeno.

Com o compésito seco, foi adicionado agua Milli-Q a fim de se formar uma disperséo
de concentracédo 1 mg/mL. Tal dispersao foi utilizada entdo para a formacdo de um filme na
superficie do eletrodo. A Figura 12 resume todas as etapas realizadas para a producao do

nanocompasito utilizado.
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Sendo assim, apos ter o eletrodo de carbono vitreo devidamente polido e feitas as
caracterizacdes por VC e ECE foi gotejado 20 pL da solugdo de nanocompdsito sobre a
superficie do eletrodo. Esse, entdo, foi deixado em temperatura ambiente até secar. Em
seguida, o eletrodo foi caracterizado com experimentos de VC e de ECE e foi realizada
reducdo eletroquimica da camada de nanocompoésito (NL) através de 10 ciclos de
voltametria ciclica variando o potencial de 0 V até -2,0 V, com taxa de varredura de 100
mVs?, eletrélito suporte PBS (Sigla em inglés para phosphate buffered saline) pH 7,4,

formando uma camada de nanocompdésito reduzido (RNL).

Posteriormente, o eletrodo foi mergulhado em uma solucdo contendo 0,01 M de
cloreto de ferro (Ill) e 0,01M de hexacianoferrato (Ill) de potassio por 1 hora. A solugdo em
gue o eletrodo estd mergulhado faz o depdsito espontaneo de nanoparticulas de azul da
Prussia sobre o nanocompdsito reduzido (RNL+PBNP), situacdo ja observada em outros
experimentos com materiais similares [47,48]. A seguir, o eletrodo foi novamente
caracterizado por VC e ECE. Apés estas etapas, foi gotejado mais 20 uL da suspensédo do
composito nanoestruturado (RNL+PBNP+NL) e deixado em temperatura ambiente até
secar. A Figura 13 ilustra todas as etapas de montagem da superficie do eletrodo. Apés a
construgcdo da superficie, foram realizados experimentos de VC e ECE com o objetivo de

avaliar o desempenho e estabilidade ao final.
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Figura 13 Etapas da producdo da superficie RNL+PBNP+NL. (1) — Depésito da camada de
nanocomposito (NL). (2) — Reducdo eletroquimica da camada de nanocompdsito. (3) — Adigdo da
camada de azul da Prussia. (4) — Depdésito de outra camada de hanocompasito.

O filme obtido apresentou atividade eletroquimica redox com potenciais definidos de
reducdo e oxidacdo nos experimentos de voltametria ciclica (Fig. 14) sendo estes
relacionados a presenca dos centros redox do azul da Prussia [45]. Verificou-se densidades
de corrente de pico catddico e anddico entre 450 e 500 pA cm2 (cerca de 8 vezes maior do
gue a densidade encontrada em monocamadas de 11-ferroceno [34]). No entanto, foi

verificado (tabela 1) consideravel distancia entre os potenciais de picos de oxidagdo e
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reducado (cerca de 100 mV), do qual pode indicar irreversibilidade do processo redox. Em
experimentos de ECE, utlizando o potencial formal, ndo foi verificado (mesmo em
baixissimas frequéncias) a regido de frequéncia com estado relaxado em que se pode
observar a capacitancia redox (Cr) do sistema (Fig. 15). Tais motivos, juntamente com a
grande instabilidade da superficie (reducdo de 63% de C’ no ponto de menor frequéncia
mensurada em lavagens sucessivas), indicaram que tal nanoestrutura ndo fosse adequada

para posteriores testes neste projeto.

a) b)

40
0.4 NL A 30 .
EFTTUT ¢ '.\
0.2 20 : . :
! N7
3 %99 3 197 / "
% -0.2 g % 0 c,".'um}\.luuu:‘xll.nn-r,n-
8 -04 8 -10 2 E
.- ’
0.6 20 Lr=- 2 ECV
) \/ NL
0.8 1 30 | RNL
emssamss  RNL+PBNP+NL
-1.0 . . . r T -40 . . T T T y
04 02 00 02 04 06 038 04 02 00 02 04 06 08
Potencial vs Ag|AgCl (V) Potencial (V)

Figura 14 (a) e (b) Voltametria ciclica feita nas superficies de ECV (linha vermelha), NL (linha
laranja), RNL (linha oliva) e RNL+PBNP+NL (linha verde) na faixa de potencial de -0,2V até 0,6V,
taxa de varredura de 100 mVs-1 e PBS pH 7,4 como eletrélito suporte. Verifica-se potenciais de
oxidacao e reducgdo bem definidos na superficie contendo as moléculas de azul da Prassia, podendo
ser relacionado ao acesso de sua densidade de estados eletronicos.
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Figura 15 Gréfico de Nyquist de capacitancia para medi¢cbes com ECV (pontos pretos), NL (pontos
vermelhos), RNL (triangulos verdes), e RNL+PBNP+NL apés sua formacéao (triangulos verdes), apés
uma lavagem (1W, quadrados azuis escuros) e ap6s duas lavagens (2W, quadrilateros cinzas).
Medidas realizadas em PBS pH 7,4 como eletrolito suporte, potencial fixado em 0,176V e faixa de
frequéncia de 1MHz até 30mHz. No canto superior direito, amplificacdo do grafico para menores
valores de capacitancia. Nota-se que mesmo em baixas frequéncias ndo foi observado o ponto da
capacitancia redox, tal situacdo ndo permite a aplicacdo da teoria de capacitancia redox.

Superficie Er (V) Jc (WA cm?) Ja (WA cm?) AEc.a(mV)
11-Fcc 0,445 35 -28 20
RNL+PBNP+NL 0,176 705 -632 101

Tabela 1 Parametros eletroquimicos gerais de uma superficie de 11-ferroceno e da superficie de
RNL+PBNP+NL. Verifica-se que a distancia entre os potenciais de oxidacéo e reducdo AEc.A € muito
menor na superficie de 11-Fcc, isso pode indicar maior carater de irreversibilidade na reagéo redox
do RNL+PBNP+NL.
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4.1.2 - Superficie 2 - Eletrodo de Carbono Vitreo + Oxido de Grafeno +
Nanoparticulas de Azul da Prussia (ECV+RGO+PBNP+GO):

Para essa superficie foram utilizados eletrodos de carbono vitreo, devidamente
polidos, e caracterizados por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de capacitancia
eletroquimica, tendo-se PBS pH 7,4 como eletrélito de suporte e utilizando o eletrodo de
Ag|AgCl (em KCI 3M) como referéncia e contra-eletrodo de platina. Posteriormente,
adicionou-se 20 pL de uma dispersdo com concentracdo 0,01 mg mL* de éxido de grafeno
sobre a superficie do eletrodo até sua completa secagem. Realizou-se assim, nova
caracterizacao da superficie de oxido de grafeno por VC e ECE e, em seguida, reducao
eletroquimica por VC com 10 ciclos e potenciais variando de -2,0V até 0,0V com uma taxa
de varredura de 100 mV st. Apds reducédo e caracterizagdo da superficie de RGO, o
eletrodo foi mergulhado em uma solucéo contendo 0,01M de cloreto de ferro (lll) e 0,01M de
hexacianoferrato (Ill) de potassio por 1 hora, formando acima da superficie de 6xido de
grafeno reduzido uma superficie contendo nanoparticulas de azul da Prussia (RGO+PBNP).
Logo em seguida, o eletrodo foi incubado com 20 L da suspensdo de Oxido de grafeno
deixando-o até secar em temperatura ambiente, formando-se uma camada de éxido de
grafeno acima das outras duas (RGO+PBNP+GO). Toda montagem da superficie em
guestao é resumida na Figura 16. Medi¢des de VC e ECE foram realizados posteriormente

para avaliar o comportamento e estabilidade do sistema.

Figura 16 Etapas da producao da superficie RGO+PBNP+GO. (1) — Depésito da camada de 6xido de
grafeno (GO). (2) — Reducéo eletroquimica da camada de éxido de grafeno (RGO). (3) — Adicdo da
camada de azul da Prussia. (4) — Depdsito de nova camada de 6xido de grafeno.

A superficie apresentou sinal eletroativo redox com picos de oxidacdo e reducédo bem
definidos em experimentos de voltametria ciclica (Fig. 17.a) garantidos pela adicdo da
camada de azul da Prassia, com picos de densidade de corrente catddica e anddica entre
480 e 510 pA cm? (valor proximo ao obtido na superficie RNL+PBNP+NL, que utiliza a
mesma camada redox). No entanto a distancia entre os picos de oxidagéo e redugéo € muito

elevada (tabela 2), indicando irreversibilidade da reacéo redox, o que pode influenciar na
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estabilidade da superficie. Nos experimentos de ECE a superficie produziu um sinal dificil de
ser resolvido pela teoria de capacitancia redox, pois essa ndo demonstra, mesmo em baixas
frequéncias, o ponto associado a capacitancia redox (Fig. 17.b) — formag¢édo do semicirculo
capacitivo. Consequentemente, estes indicativos afetam a aplicabilidade do filme em sua

utilizacdo pela técnica de ECE.
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Figura 17 (a) Grafico dos experimentos de voltametria ciclica realizados nas superficies de ECV
(linha preta), GO (linha vermelha), RGO (linha verde) e RGO+PBNP+GO (linha vermelha escura) em
PBS pH 7,4 como eletrolito suporte, faixa de potencial de -0,4V até 0,8V (para RGO+PBNP+GO) e -
0,2V até 0,4V (demais superficies) e taxa de varredura de 100 mV s-1. Foi constatado o aumento da
densidade de corrente ja esperado na reducdo do GO e o aparecimento de potenciais definidos de
oxidacdo e reducéo na superficie de RGO+PBNP+GO dos quais séo relacionadas as moléculas de
azul da Pruassia do sistema. (b) Grafico de Nyquist de capacitancia para as superficies compostas de
ECV (pontos pretos), GO (pontos vermelhos), RGO (tridngulos verdes), RGO+PBNP+GO (triangulos
vinhos) e apos repetidos ciclos de imerséao (1W, triangulos verdes escuros). Experimento realizado
com PBS pH 7,4 como eletrdlito suporte, potencial fixado em 0,14V e faixa de frequéncia de 1MHz
até 30mHz. Nota-se a ndo definicdo do ponto de capacitancia redox do sistema e instabilidade do
sinal em 1W.

Superficie Er (V) Jc (WA cm?) Ja (LA cm?) AEc.a (mV)
11-Fcc 0,445 35 -28 20
RGO+PBNP+GO 0,140 344 -311 203

Tabela 2 Parametros eletroquimicos gerais de uma superficie de 11-ferroceno e da superficie de
RGO+PBNP+GO. A distancia entre os potenciais de oxidacéo e reducdo AEC-A é cerca de 10 vezes
maior na superficie de RGO+PBNP+GO, podendo ser indicativo de instabilidade da superficie pela
néo reversibilidade do processo redox.
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4.1.3 - Superficie 3 - Eletrodo de Carbono Vitreo + Oxido de Grafeno +
Nanoparticulas de Azul da Prussia (ECV+PBNP+GO):

Para a criagdo desta superficie foram utilizados eletrodos de carbono vitreo,
devidamente polidos e caracterizados e, como eletrélito suporte, uma solu¢do de 0,1M de
cloreto de potassio (KCI). A mudanca de eletrdlito de suporte foi devida a constatacao que a
solucdo de PBS afetava a estabilidade do azul da Prissia, possivelmente através da
interferéncia de ions de soédio que sao reportados na literatura como bloqueadores de sua
atividade redox [49], esse processo, apesar de ndo instantaneo reduz as propriedades redox
do azul da Prussia ao longo do tempo. Posteriormente, foi preparada uma solu¢ao contendo
1 mM de cloreto de ferro (lll) e 1 mM de hexacianoferrato (lll) de potassio que foi utilizada
para imersdo do eletrodo por 30 minutos. Logo apés, foi colocado sobre a superficie do
eletrodo 30 pL da suspenséo de 6xido de grafeno (0.01 mg/mL) deixando-0 em temperatura

ambiente até secar. A montagem da superficie é ilustrada na Figura 18.

Figura 18 Etapas da producédo da superficie PBNP+GO. (1) — Depésito da camada de azul da
Prussia (PBNP). (2) — Depésito da camada de 6xido de grafeno (GO).

Apés isso, o eletrodo foi caracterizado com experimentos de VC e ECE com a

finalidade de verificar as propriedades redox da superficie e testar sua estabilidade.

Experimentos de VC mostraram picos de oxidac&do e redugdo muito bem definidos
(Fig. 19.a) relacionados a atividade redox das moléculas de azul da Prussia. As densidades
de corrente catddica e anddica apresentaram valores variando de 180 a 210 pA cm? e a
distancia entre respectivos picos atingiu baixos valores (Tabela 3) dos quais sao indicativos
para reversibilidade do processo redox, podendo garantir maior estabilidade ao sistema.
Também foi verificado sinal capacitivo que pode ser resolvido pela teoria da capacitancia
redox (Fig. 19.b) com ponto de capacitancia redox (C,) bem definido e elevado (na Figura
19.b, o Cr é de 3.1 mF cm™, cerca de 155 vezes maior do que em superficies formadas por

monocamadas de l1l-ferroceno [34]). Além disso, constatou-se grande estabilidade da
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superficie, com variacdo entre medi¢cdes subsequentes menor que 1% e lavagens causando
variagdes pouco maiores que 1%.
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Figura 19 (a) Voltamograma ciclico da superficie de ECV (linha preta) e PBNP+GO (linha vermelha)
onde € mostrado picos de reducdo e oxidacdo muito bem definidos. (b) Grafico de Nyquist de
capacitancia para a superficie de ECV (pontos pretos), PBNP+GO apés sua producdo (pontos
vermelhos) e apos incubacdo (1W, tridangulos verdes). Nota-se neste grafico a grande estabilidade
pés-incubacao e a definicdo do ponto de relaxagdo faradaica, importante para a aplicacao da teoria
da capacitancia redox em sistemas eletroativos. Todos os experimentos foram realizados em meio de
KCI 0.1M, na voltametria ciclica, taxa de varredura de 100mV/s e faixa de potencial de -0,2 V até 0,6
V. Na ECE, o potencial foi fixado em 0,186 V e faixa de frequéncia de 1 MHz até 50 mHz.

Superficie Er (V) Jc (WA cm?) Ja (WA cm?) AEc.a(mV)
11-Fcc 0,445 35 -28 20
PBNP+GO 0,186 563 -411 24

Tabela 3 Parametros eletroquimicos gerais de superficies produzidas a partir de 11-ferroceno e da
superficie de PBNP+GO. Nota-se a que a distancia entre os potencias de oxidacdo e reducéo (AEC-
A-) é similar em ambos os casos, demonstrando assim, que a superficie de PBNP+GO tem boa
reversibilidade no processo redox.
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4.2 — Comparacéo da estabilidade das superficies estudadas

Considerando que néo foi possivel obter o valor de C, em todas as superficies, a
estabilidade do sinal dos sistemas foi aferida considerando a reducdo percentual dos
componentes real e imaginario da capacitancia do sistema ap0s ciclos de incubagdo com o
mesmo eletrélito de suporte utilizado nas medi¢cées e comparados com o sinal do sistema
inicial. Tal medicdo € um bom indicativo para a estabilidade do sistema, pois, entre estas
medi¢des ndo ha a adicdo de nenhuma molécula que deveria alterar o padréo de resposta

capacitiva do sistema.

Com este estudo, verificamos que o sistema de nanoparticulas de azul da Prussia
com oxido de grafeno sobre o eletrodo de carbono vitreo (CGE+PBNP+GQO) mostrou-se o
mais estavel tendo uma variagao inferior a 1% se comparado com a nanoestrutura recém-
formada (Figuras 20 e 21).

]
C (max)

35 3151

30
R 25
=
£
& 20 17.08
(=]
T
8 15
(8]
=}
T 10
[-'4

5

0.74
O I
CGE+RNL+PBNP+NL CGE+RGO+PBNP+GO CGE+PBNP+GO

Figura 20 Comparagédo da reducéo percentual da componente real do sinal capacitivo, em frequéncia
fixa, apbs incubacdo com eletrélito suporte. Verifica-se a estabilidade do sistema CGE+PBNP+GO

diante das outras superficies analisadas.
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Figura 21 Comparacdo da reducdo percentual da componente imaginaria do sinal capacitivo, em
frequéncia fixa, apos incubacéo com eletrélito de suporte das nanoestruturas produzidas. A superficie
composta por CGE+PBNP+GO mostra-se a mais estavel e, portanto, adequada para a utilizagdo em
posteriores estudos analiticos.

Deve-se  salientar que as nanoestruturas ECV+RNL+PBNP+NL e
ECV+RGO+PBNP+GO além de terem resultados de estabilidade insatisfatérios nao
apresentaram, mesmo em baixas frequéncias, o ponto relacionado a capacitancia redox. Tal
fato mostra que estas superficies apresentam um comportamento eletroquimico

incompativel ao modelo [26] para obtencao do sinal de capacitancia redox.

Outra metodologia utilizada para avaliar as nanoestruturas formadas foi o teste de
Kramers-Kronig, cujo objetivo é analisar partes reais e imaginarias de fungdes complexas
(no nosso caso a funcdo de impedéancia) validando se o sinal medido apresenta linearidade,

estabilidade e causalidade (resposta é somente relacionada ao sinal excitatorio).

Neste teste, descrito por Bermard A. Boukamp [50], as curvas obtidas nos
experimentos sdo comparadas com um modelo tedrico composto por um circuito especial
formado por circuitos RC que representam um sistema ideal. Sistemas que geram valores
de ajuste de curva que se aproximem deste modelo ideal podem ser considerados estaveis
e lineares. Na tabela 4, € mostrada uma classificacdo qualitativa dos valores de ajuste de
curva por teste de Kramers-Kronig para funcdes de imitancia.
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Fungdo | MUITO RUIM RUIM RAZOAVEL EXCELENTE
Yo a>E10-4 E10-4< a < E10-5 E10-5< a < E10-6 a<EL0-6
X’@) a>E10-4 E10-4< a < E10-5 E10-5< a < E10-6 a <E10-6
Xz a>E10-4 E10-4< a < E10-5 E10-5< a < E10-6 a <E10-6

Tabela 4 Valores de ajuste de curva dos componentes real e imaginario da curva de impedancia
organizados em termos qualitativos para a avaliagdo das superficies eletroativas. Quanto menor valor
a curva apresentar, mais proximo ao modelo ideal o sistema se encontra. Valores de referéncia
obtidos do manual do software NOVA 1.11.2, Metrohm Autolab, Holanda.

O teste de Kramers-Kronig foi, entdo, aplicado a todas as estruturas avaliadas
(Tabela 5) e como resultado, observou-se que a Unica superficie que apresentou valores
satisfatrios foi a superficie 3 (PBNP+GO) enquanto todas as outras nao apresentaram

resultado satisfatorio aos requisitos do teste.

Funcdo | RNL+PBNP+NL | GO+PBNP+GO | PBNP+GO
X 1,0E-4 510E-4 5,7E-7
xX’@) 3,8E-5 4,4E-5 2,1E-7
¥z 6,7E-5 5,8E-5 3,6E-7

Tabela 5 Resultado dos valores de curva para cada superficie analisada. Verifica-se que a Unica
superficie que apresenta valores compativeis ao teste de Kramers-Kronig é a superficie PBNP+GO.
Todas as outras estruturas tiveram resultados insatisfatorios.

4.3 — Definicao da superficie eletroativa para ensaios de biossensoriamento

Nesta primeira parte do trabalho, diversas superficies nanoestruturadas
eletroquimicamente ativas foram estudadas e avaliadas com o intuito de aplica-las em
biossensores eletroquimicos usando a técnica de espectroscopia de capacitancia
eletroguimica. Somente a superficie composta de PBNP+GO (superficie 3) apresentou
resultados satisfatérios em testes de estabilidade de sinal e no teste de Kramers-Kronig,
sendo assim, essa estrutura foi selecionada para a segunda parte do trabalho, detalhada a
seguir, onde testes foram realizados com objetivo de avaliar a potencialidade da superficie

como biossensor eletroquimico.
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4.4 - Estudo da superficie de ECV+PBNP+GO e Biossensoriamento

Apés definida que a estrutura formada por Oxido de grafeno sobre
nanoparticulas de azul da Prussia possui caracteristicas favoraveis para 0 seu uso como
plataforma de biossensoriamento eletroquimico, realizou-se estudos com o objetivo de

analisar sua morfologia, eletroquimica e seu desempenho como biossensor.
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4.4.1 - Caracterizagdo morfolégica por MEV e composi¢ao por EDS

Com o intuito de obter informacdes morfolégicas do filme composto por
nanoparticulas de azul da Prassia sobre os eletrodos de carbono vitreo, foi realizada uma
caracterizacao por microscopia eletronica de varredura (MEV). Tal experimento foi realizado
em eletrodos que ndo tinham sido mergulhados na solugdo de azul da Prussia (Fig. 22.A) e
em um eletrodo mergulhado por 15 minutos nesta solucdo (Fig. 22.B), sendo que ambos

receberam o mesmo pré-tratamento de limpeza e polimento.

(A)

— 100nm IQ-UNESP 11/22/2017
X 100,000 2.00kV SEI SEM WD 4.9mm 4:35:56

(B)

— 100nm IQ-UNESPE 11/22/2017
X 100,000 2.00kV SEI SEM WD 5.2mm 4:53:17
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Figura 22 Caracterizagdo por MEV com aumento de 100.000 vezes (A) de uma superficie de eletrodo
de carbono vitreo. Verifica-se uma superficie sem presenca de particulas, conforme o esperado para
uma superficie ndo funcionalizada. (B) Superficie de eletrodo de carbono vitreo que foi mergulhada
por 15 minutos em uma solu¢cdo 1 mM de azul da Prussia. Neste caso é possivel verificar diversas
particulas com dimensGes nanométricas, indicando assim, a formagdo de agregados de
nanoparticulas de azul da Prassia.

A andlise topoldgica das superficies mostradas acima indicou a presenca de
nanoparticulas de azul da Prussia nos eletrodos de carbono vitreo funcionalizados, sendo o

diametro médio e distribuicdo mostrados no gréfico da Figura 23.

45
40
35
30
25
20
15
10

NUMERO DE NANOPARTICULAS

[0-15] [16 - 18] [19 -21] [22 - 24] [25 - 27] [28 - 30] [31 - 40]
FAIXA DE DIAMETRO (nm)

Figura 23 Dispersédo do tamanho das nanoparticulas de azul da Prussia obtidos por experimento de
microscopia eletronica de varredura e analise por imagem. A média de tamanho das nanoparticulas
foi 23 nanometros, ordem de grandeza verificada em outros experimentos [51,52,53]. Para medicdo e
contagem das nanoparticulas foi utilizado o software ImageJ com espaco amostral de 170
nanoparticulas.

Com o intuito de confirmar que as nanoparticulas eram de azul da Prussia foram
realizadas medi¢Bes por EDS na superficie do eletrodo funcionalizado (Figura 24). Com a
identificacdo de picos referentes a atomos de ferro (amplamente presente no azul da
Prussia) pode-se confirmar o depdésito de nanoparticulas de azul da Prussia na superficie do

eletrodo de carbono vitreo.
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Figura 24 Espectro de EDS da superficie funcionalizada com nanoparticulas de azul da Prissia,
percebe-se claramente picos referentes a atomos de ferro que estdo presentes nas nanoparticulas.

4.4.2 - Tempo de imersdo com Azul da Prussia

Também foi estudada a influéncia do tempo de imersdo com a solugcédo de azul da
Prussia na resposta eletroquimica dos eletrodos. Sendo assim, eletrodos mergulhados nos
tempos de 1 a 30 minutos tiveram sua resposta eletroquimica analisada por experimentos

de voltametria ciclica.

Como resultado, vemos que ha uma tendéncia do aumento da densidade de
corrente, que é relacionada com o maior depésito de nanoparticulas de azul da Prissia na
superficie que, consequentemente, aumenta o numero de nicleos redox da superficie do

eletrodo.

Um parametro termodinamico que pode ser relacionado com a estabilidade do filme
eletroativo é a reversibilidade da reacéo redox que esta associada a distancia dos picos de

corrente catoédico e anddico do sistema eletroativo.

Com o resultado (Fig. 25 e Tabela 6) vemos que, apesar das superficies obtidas em
maior tempo de imersdo apresentarem maior densidade de corrente, elas apresentam maior
diferenca entre seus picos de corrente redox e isso pode influenciar negativamente na
estabilidade do filme eletroativo, pois podem representar a presenca de reacgdes

irreversiveis de oxidacao ou reducao.
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Figura 25 Voltamogramas ciclicos de diferentes tempos de imersdo com solugfes de azul da Prussia.

Nota-se que em tempos maiores hd maiores densidades de correntes, mas, também ha uma maior
distancia entre os picos de oxidagéo e reducéo.

Com o objetivo de calcular a espessura do filme de azul da Prussia formado foi

utilizado um calculo teérico [54] do qual relaciona a espessura do filme formado com
parametros obtidos da voltametria ciclica, sendo

_Q (d3N,
 FA\ 4

Onde L é a espessura do filme de azul da Prassia, Q a quantidade de carga elétrica
observado no voltamograma ciclico nos picos redox, A € a area geométrica do eletrodo, F a

constante de Faraday, d o tamanho da célula unitaria do azul da Prussia (10,17 angstrons) e
N, € o Numero de Avogadro.

Apesar deste calculo corroborar a tendéncia do crescimento da espessura do filme
em maiores tempos de incubacédo, o valor obtido parece ndo corresponder a realidade do
filme, pois, para 0 menor tempo de incubacdo (1 minuto) a espessura calculada (3,3
angstrons) é menor do que o tamanho da aresta da célula unitaria do cristal de azul da
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Prussia (10,17 angstrons). No entanto, isso pode ser explicado devido ao fato que nem toda

a superficie do eletrodo é coberta pelas nanoparticulas, sendo assim, a area real de

recobrimento é menor do que a area geométrica utilizada no calculo.

Tempo ipc jpa AE Pc/Pa L
WAcm?) | (uAcm?) V) (nm
1 min 14 £2 15+2 0,0149 0,93 0,33
5 min 42 +5 52+8 0,0179 0,81 1,03
10 min -72+11 103 £ 15 0,0164 0,69 1,31
20 min -85+ 25 126 £ 35 0,0343 0,67 1,70
30 min -196 + 41 250 + 40 0,0417 0,78 3,98

Tabela 6 Relacdo dos tempos de imersdo com parametros eletroquimicos da superficie: jpc — pico de
corrente catddica; jpa — pico de corrente anddica; AE — diferenca entre picos de corrente anddico e
catédico; Pc/Pa — razéo entre pico de corrente catddico e anddico.

4.5 - Funcionalizacéo da superficie com anticorpo

ApoGs produzida a superficie de ECV+PBNP+GO com procedimentos descritos na
sessdo 4.1.3, os eletrodos tiveram seus grupamentos carboxilicos provenientes da camada
de 6xido de grafeno ativados pela solu¢do contendo 0,4 M de EDC e 0,1M de NHS. Com a
superficie devidamente ativada, os eletrodos foram incubados com o anticorpo de interesse
e sitios ativos remanescentes foram bloqueados com solucdo de BSA para evitar ligacdes
inespecificas.

Completa entdo estava a estrutura eletroquimicamente ativa, base para o biossensor.
Tal estrutura foi caracterizada por voltametria ciclica e espectroscopia de capacitancia,

tendo-se os padrdes mostrados na Figura 26.
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Figura 26 (a) Experimento de voltametria ciclica e (b) espectroscopia de capacitancia eletroquimica
nas superficies de PBNP+GO e PBNP+GO mais PBNP+GO+AIL-6 respectivamente. Todos 0s
experimentos utilizaram KCl 0,1M como eletrélito suporte. Na VC a taxa de varredura utilizada foi
100mVs-1 e faixa de potencial varrido de -0,2 V até 0,6 V. Na ECE, o potencial foi fixado em 0,186 V
e faixa de frequéncia varrida de 1 MHz até 50 mHz.

Verifica-se na voltametria um padrdo redox bem definido e na capacitancia a
resposta € compativel a teoria da capacitancia redox. Nota-se também que a
funcionalizacdo da superficie com anticorpo gera uma reducdo da capacitancia esperada
pela interferéncia eletrbnica causada pelas moléculas de anticorpo aos centros redox das

moléculas de azul da Prussia.

4.6 — Desempenho analitico da superficie receptiva PBNP+GO+Anti-IL-6:

Para verificar o desempenho da superficie como biossensor foram realizados
experimentos dos quais avaliaram variadas concentragées do alvo biol6égico IL-6 e, como

controle negativo, utilizou-se concentracdes da proteina fetuina.

Tendo-se as superficies de PBNP+GO devidamente funcionalizadas com Anti-IL-6 e
apos a estabilizagdo de seu sinal, os eletrodos foram testados contra seis concentra¢des do
antigeno IL-6 variando sua concentracdo de 0,2 ng/mL até 20 pug/mL. Os eletrodos foram

incubados com a solugédo contendo o antigeno por 30 minutos e, posteriormente, foi entdo
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verificada a capacitancia do sistema por ECE. Na Figura 27 é exemplificado o padrao de
resposta obtido por um unico eletrodo (0 mesmo padrdo foi seguido por outros eletrodos
testados). Percebe-se significativa alteracdo do nivel de resposta capacitiva contra
concentracdes de IL-6. Na curva analitica, utilizando o desvio padréo e curva de calibragcdo
da superficie, o limite de deteccao calculado foi de 1,4 ng/mL e limite de quantificacdo de
57,0 ng/mL.

a) b)

1.6 1

® IL-6(0.2 ng/mL) »
@ IL-6 (1 ng/mL)
14 19 L6 (10 ng/mL) .
A L6 (100 ng/mL)
1.2 {m IL-6(1 ug/mL)
B IL-6 (20 ug/ml) = 197
~ 10 =
< 10 .
] S
L 08 S .
© 06 2 8
4 -
& w20 5
] (] .f’. | | [ ] ®
04 5] =8 ] > 5
0.2 - N
0.0 T T T T T T T 1 -2
00 02 04 06 08 10 12 14 16 00001 0001 001 0.1 1 10 100
C'(mF cm’z) concentragdo (ug mi™)

Figura 27 (a) Resposta de capacitancia em funcdo das concentra¢cdes do antigeno alvo IL-6 e (b)
respectiva curva analitica. Experimento realizado em KCI 0,1 M como eletrélito suporte, potencial
fixado em 0,188V e faixa de frequéncia varrida de 1 MHz até 50 mHz.

Ap6s a medicdo contra as seis concentragfes do antigeno alvo, foi realizado o
controle negativo do sistema com duas concentracdes de fetuina em KCI 0,1M, sendo a
concentracao maxima 10 vezes superior do que a maior concentracdo de IL-6 testada (200
png/mL). Neste experimento podemos verificar que ndo houve alteracao significativa do valor
da capacitancia redox do sistema (Fig. 28.a) onde a diferenga de resposta foi cerca de 11

vezes menor do que o observado da superficie contra seu alvo especifico.
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Figura 28 (a) Resposta de capacitancia da superficie de PBNP+GO+Anti-IL-6 contra concentracfes
do controle negativo (fetuina) — teste realizado com eletrodos testados anteriormente contra
concentragtes de IL-6 - e (b) respectiva comparacdo da resposta contra IL-6. Experimento realizado

em KCI 0,1M como eletrdlito suporte, potencial fixado em 0,182V e faixa de frequéncia de 1 MHz até
50 mHz.

Com o intuito de dar maior confiabilidade aos resultados obtidos, mais dois
testes de controle negativo foram realizados neste sistema. O controle negativo utilizando
eletrodos recém preparados e ndo testados anteriormente contra concentracfes de IL-6 é
mostrado na figura 29, onde, mesmo com concentra¢des iguais ou superiores as testadas
contra IL-6, teve resposta cerca de 4 vezes menor. Esse resultado foi complementado com
outro teste de controle negativo mostrado na figura 30, onde foi utilizado um anticorpo ndo
especifico contra IL-6 (Anti-HER2) e concentracfes de IL-6. Como era de se esperar, pela
superficie estar funcionalizada com um anticorpo que nao tem afinidade pelo o alvo testado,
a resposta foi cerca de 2,3 vezes menor do que a obtida da superficie de Anti-IL-6 contra IL-
6. Portanto, todos os resultados de controle negativo testados corroboram a ideia de que a

superficie de PBNP+GO+Anti-IL-6 respondeu seletivamente contra concentracdes de IL-6.
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Figura 29 (a) Resposta de capacitancia da superficie de PBNP+GO+Anti-IL-6 contra concentracfes
do controle negativo (fetuina) — neste caso testado diretamente contra concentracdes de fetuina - e

(b) respectiva comparacdo da resposta contra IL-6. Experimento realizado em KCl 0,1M como
eletrélito suporte, potencial fixado em 0,182V e faixa de frequéncia de 1 MHz até 50 mHz.
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Figura 30 (a) Resposta de capacitancia da superficie de PBNP+GO+Anti-HER2 contra
concentragcbes do controle negativo (fetuina) e (b) respectiva comparacéo da resposta contra Anti-
IL6- vs IL-6. Experimento realizado em KCI 0,1M como eletrélito suporte, potencial fixado em 0,182V
e faixa de frequéncia de 1 MHz até 50 mHz.

Finalmente, foi realizada uma andlise estatistica do sinal de resposta (superficie de
anti-IL-6 contra IL-6) e a variacdo de sinal presente em medicdes com controle negativo
(fetuina) ou superficies ndo responsivas (com anti-HER2 ao invés de anti-IL6). O objetivo

deste teste é avaliar se as medicdes de resposta do sensor seriam apenas variagdes



64

esperadas da alteracdo da resposta capacitiva do sensor, ndo relacionadas a fenbmenos de

deteccéo.

Para tanto, foi aplicado o teste t-Student para um conjunto de amostra com 33 graus

de liberdade (perfazendo um total de 35 amostras).

MEDIDAS INOCUAS (CONTRA FETUINA OU UTILIZANDO A-HER2 CONTRA IL-6)

N AcC! N Ac" N Act N AC"
1 1% 8 2% 15 0% 22 1%
2 2% 9 3% 16 2% 23 0%
3 2% 10 1% 17 3% 24 0%
4 3% 11 1% 18 1% 25 1%
5 2% 12 1% 19 1% 26 1%
6 2% 13 2% 20 1% 27 0%
7 1% 14 2% 21 1%

MEDIDAS DE DETECGAO (A-IL6 CONTRA IL-6)

N AcC" N Act N AcC”
1 7% 4 7% 7 7%
2 10% 5 8% 8 8%
3 6% 6 12%

Tabela 7 Medidas de variagdo de sinal capacitivo (AC") de alvos ou superficies indcuas (variagdo de
sinal ndo relacionada a fenbmenos de deteccdo) e de deteccdo (da superficie de anti-IL-6 contra seu
respectivo antigeno). Para medidas in6cuas: Média = 1,41%, desvio padrdo = 0,76%, namero de
amostras 27. Para medidas de deteccao: Média = 8%, desvio padrdo = 2,04%, nimero de amostras
8.

Sendo calculado o valor tedrico de t = 9, 0 que comprava com mais de 99% de
confianca, que as medidas de resposta contra o alvo biolégico ndo sdo variacdes aleatdrias

da resposta capacitiva do sensor.

Com base nessas andlises, verificou-se que a superficie de PBNP+GO funcionou
como transdutor eletroquimico da interacdo antigeno-anticorpo para IL-6, representando

assim, um imunossensor eletroquimico.

No entanto, o limite de deteccdo e de quantificacdo estdo muito acima dos niveis
séricos medidos em individuos saudaveis (1,46 pg/mL) [55] ou da faixa clinicamente

relevante para diagndstico de céncer [56]. Salienta-se que isso nao invalida a proposta
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inicial de constru¢do de um novo biossensor eletroquimico por medicdes de capacitancia,
servindo assim como prova de conceito para a utilizacdo de superficies redox (néo

baseadas em monocamadas) para biossensoriamento.

Vale a pena ressaltar que, por se tratar de medidas provenientes de experimentos
envolvendo fenbmenos de capacitancia eletroquimica, a relacdo do peso molecular entre
alvo e elemento de reconhecimento é de grande relevancia. Isso pode ser constatado por
trabalhos anteriores realizados utilizando a mesma técnica onde quanto maior a relacao de
peso molecular encontrada entre o elemento receptor utilizado e respectiva molécula alvo
gera maior responsividade de biossensoriamento [57][58]. Portanto, pode-se justificar a
baixa responsividade do sistema como consequéncia desta relacdo dimensional entre a

molécula alvo de IL-6 (26 kDa) e seu respectivo anticorpo (150 kDa).
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5. Conclusdes

Como resultado, este projeto produziu inédito biossensor capacitivo baseado em
superficie com propriedade redox (azul da Prussia) tendo como caracteristicas, boa
estabilidade, facilidade de producdo e, em conjunto com materiais carbonaceos, apresenta

possibilidade de ser funcionalizado com outros elementos de reconhecimento biologico.

Apesar de apresentar limite de deteccdo 100 vezes maior do que o requerido em
ensaios médicos [56] destaca-se que o diferencial deste biossensor é ndo depender de
monocamadas para a producdo de um sinal capacitivo redox. Tal fato é de grande
relevancia, pois, o controle de superficie de sensores baseados em monocamadas é
bastante rigido e laborioso. Além disso, outra vantagem a ser destacada é a possibilidade
da utilizacdo de solventes mais proximos aqueles encontrados em amostras biolégicas
(meios salinos) o que nédo € possivel em biossensores capacitivos ja bem estabelecidos

como monocamadas de 11-ferroceno.

Sendo assim, 0 projeto apresenta um novo tipo de superficie para biossensores
capacitivos baseado em nanoparticulas e moléculas de éxido de grafeno, da qual pode ser

base para futuros arquiteturas ainda mais robustas e eficientes.
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