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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos biossensores eletroquimicos enzimaticos
fabricados com oOxido de grafeno reduzido (rGO) e funcionalizado depositados pelas técnicas
LbL (Layer-by-Layer) e Langmuir-Blodgett (LB) para a deteccdo de glicose. Para isso,
primeiramente foi sintetizado quimicamente o Oxido de grafeno (GO) pela oxidagdo do
grafite, em seguida, o GO foi reduzido para aumentar a sua condutividade elétrica e foi
funcionalizado em meio estabilizante contendo cloridrato de poli(dialildimetilamdnio),
formando o GPDDA, ou poli(4-estireno sulfonico) PSS, formando GPSS. Com isso, foi
possivel formar dispersdes aquosas estaveis das nanofolhas de grafeno, essencial para a
fabricacdo de filmes LbL. Em um primeiro momento, foram fabricados biossensores com
filmes LbL contendo GPDDA, GPSS e a enzima glucose oxidase (Gox). O desempenho
desses biossensores na deteccdo de glicose foi avaliado em funcdo do nimero de bicamadas
contendo Gox. O melhor desempenho na deteccédo de glicose foi apresentado pelo biossensor
com o filme LbL com a arquitetura (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GPSS),. Este biossensor
apresentou limite de deteccéio de 13,4 pmol.L™, sensibilidade 2,47 pA.cmmmol™.L e faixa
analitica entre 0,04 e 0,95 mmol.L™. Este biossensor foi eficiente na deteccdo de glicose na
presenca de interferentes comumente encontrados em fluidos corporais, alimentos e farmacos.
Quando avaliado na deteccdo de glicose em amostras reais, recuperou 100,8% para uma
solucdo eletrolitica comercial e 88,8% para leite sem lactose. Em um segundo momento,
foram fabricados biossensores a partir de filmes LB contendo os mesmos materiais utilizados
para fabricar os biossensores com filmes LbL (GPDDA, GPSS e Gox), com a finalidade de
comparar os dois métodos de fabricacdo de filmes no desempenho dos biossensores. O
desempenho dos biossensores fabricados com filmes LB foi avaliado em relacdo a quantidade
de monocamadas (GPDDA/GPSS/Gox) depositadas. O melhor desempenho na deteccdo de
glicose entre os biossensores com filme LB foi apresentado pelo biossensor de arquitetura
(GPDDA/GPSS/Gox);. Este biossensor apresentou limite de deteccdo 0,54 pmol.L?,
sensibilidade de 8,69 pA.cm®mmol™.L e faixa analitica entre 0,0018 e 1,5 mmol.L™.
Também se mostrou eficiente na deteccdo de glicose na presenca de interferentes e na
deteccdo de glicose em amostra real, com recuperacdo de 101,2 % para o leite sem lactose. A
partir dos resultados de desempenho dos biossensores com filme LbL e LB foi possivel
concluir que a técnica LB promoveu uma maior sinergia entre os nanomateriais, atribuida ao

maior ordenamento dos nanomateriais proporcionado pela técnica LB.



ABSTRACT

In this work, enzymatic electrochemical biosensors fabricated with reduced graphene
oxide (rGO) and functionalized deposited by the LbL (Layer-by-Layer) and Langmuir-
Blodgett (LB) techniques were developed for the detection of glucose. Firstly, to get this,
graphene oxide (GO) was chemically synthesized by the oxidation of graphite and after GO
was reduced to increase its electrical conductivity and it was functionalized in stabilizing
medium containing the poly (diallyl dimethyl ammonium chloride) PDDA, forming the
GPDDA, or poly (4-styrene sulphonic) PSS, forming GPSS. Hence, stable aqueous
dispersions of graphene nanosheets were formed, essential for the fabrication of LbL films. In
a first moment, biosensors with LbL films containing GPDDA, GPSS and the enzyme glucose
oxidase (Gox) were fabricated. The performance of these biosensors in the detection of
glucose was evaluated as a function of the number of bilayers containing Gox. The best
performance in the detection of glucose was presented by the biosensor with the LbL film
with the architecture (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GPSS),. It presented a detection limit of 13.4
umol.L™, sensitivity 2.47 pA.cm?.mmol™.L and analytical range between 0.04 and 0.95
mmol.L™. This biosensor was efficient in detecting glucose in the presence of interferents
commonly found in body fluids, foods and drugs. When evaluated in the detection of glucose
in real samples, it recovered 100.8% for a commercial electrolytic solution and 88.8% for
lactose-free milk. In a second moment, biosensors were fabricated from LB films containing
the same materials used to fabricate the biosensors with LbL films (GPDDA, GPSS and Gox),
in order to compare the two methods of films deposition in the performance of the biosensors.
The performance of biosensors fabricated with LB films was evaluated in relation to the
amount of deposited monolayers (GPDDA/GPSS/Gox). The best performance on the
detection of glucose among LB film biosensors was presented by the architecture biosensor
(GPDDA/GPSS/Gox)s. The detection limit was 0.54 pmol.L™, sensitivity of 8.69 pA.cm’
2 mmol™.L and analytical range between 0.0018 and 1.5 mmol.L™. This biosensor was also
efficient in the detection of glucose in the presence of interferents and in the detection of
glucose in a real sample, with a recovery of 101.2% for lactose-free milk A conclusion
derived from the performance results of the biosensors with LbL and LB films, may support
that LB technique promoted a greater synergy among the nanomaterials, attributed to the best

arrangement of nanomaterials provided by LB technique.
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pH 6,3. Cada adicéo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na

concentracdo de glicose. Grafico inserido: curva analitica com faixa linear de trabalho

eNtre 0,13 € 0,48 MMOL L. o oo,

Figura 4.4.6: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)3; depositado sobre ITO
em tampéo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3 (curva em preto) e sucessivas adicdes glicose
(curvas em azul). Cada adicdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1

mmol.L™ na concentragdo de glicose. Grafico inserido: curva de calibracdo com faixa

linear de trabalho entre 0,12 € 0,61 MMOl.L™Y, E=-0,38 V VS. ECS....coovovoveeeeeeeeeeees

Figura 4.4.7: Voltamogramas do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)3; em
diferentes velocidades de varredura (0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,125, 0,150, 0,175,
0,200, 0,225, 0,250, 0,275 e 0,300 V.s*) em tampéo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3

contendo Fe(CN)e>/ Fe(CN)s* 10 mmol.L™, solucdo (1:1). Gréfico inserido: corrente de

pico anodico em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura. ..........cccccoeevieriencnne.

Figura 4.4.8: (a) Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox);
depositado sobre ITO, medida realizada em potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampéo
fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3 e sucessivas adi¢des glicose. Cada adicéo corresponde a

um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. (b) Curva

analitica com faixa linear de trabalho entre 0,0018 € 1,5 mMMOLL ™. c.ovovoviviveveeeeeeeeeen,
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Figura 4.4.9: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); depositado sobre

ITO em tampéo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3, na presenca de oxigénio e com saturacio

de N . ittt rraara—as

Figura 4.4.10: Resposta amperomeétrica do biossensor com o filme LB
(GPDDA/GPSS/Gox); medida realizada em -0,3 V vs. ECS com adi¢des 100 pL de

glicose, sacarose, frutose, lactose, &cido ascorbico e 4cido Urico 10 mmol.L™Y em

tampao fosfato 10 MMOLL™T € PH 6,3, ... ee e ee s ee s

Figura 4.4.11: Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); apds
sucessivas adicOes de 100 pL de leite sem lactose diluido em tampéo (1:10), medida

realizada em tampéao fosfato pH =6,3,em -0,3 V VS. ECS. ........cccoiviiiiiiiiecc e

Figura 4.4.12: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s depositado sobre
ITO em tampdo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3 (curva em preto) e sucessivas adicoes
glicose (curvas em verde). Cada adicéo corresponde a um aumento de aproximadamente

0,1 mmol.L™ na concentracéo de glicose. Grafico inserido: curva de calibracdo com

faixa linear de trabalho entre 0,13 € 0,60 mmol.L ™Y, E=-0,38 V VS. ECS.....eeevvveveveerenn.,

Figura 4.4.13: (a) Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s
depositado sobre ITO, medida realizada em potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampéo
fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3 e sucessivas adicdes glicose. Cada adicdo corresponde a

um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentracéo de glicose. (b) Curva

analitica com faixa linear de trabalho entre 0,0078 & 1,28 mmol.L ™. o.vovoviveveeeieee,
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CONSIDERACOES INICIAIS

Motivacao

Diabetes € um grupo de doengas metabdlicas e afeta cerca de 350 milhGes de pessoas
no mundo. E uma das principais causas de morte. De acordo com a federagdo mundial de
diabetes, 4,9 milhdes de pessoas morreram em 2014 devido ao diabetes (RIBET; STEMME;
ROXHED, 2017). O diabetes também é responsavel por elevados indices de incapacitacdo de
pessoas por degeneracgéo de nervos, faléncia dos rins e retinopatia (AMOUZADEH TABRIZI;
VARKANI, 2014). Em 2004, Organizacdo Mundial da Saude previu que a populagdo
portadora de diabetes dobrara até 2030 (WILD et al., 2004). Sendo assim, o desenvolvimento
de sensores cada vez mais rapidos, praticos e de baixo custo para 0 monitoramento da glicose
tem recebido atencdo para andlises clinicas e de produtos e processos alimenticios e
farmacéuticos (HSU et al., 2017). Neste sentido, utilizar métodos eletroquimicos para a
quantificacdo da glicose se mostra muito interessante, por serem métodos rapidos, de elevada
sensibilidade e baixo custo instrumental (WANG, 2006).

Biossensores eletroquimicos enzimaticos combinam a alta especificidade das
enzimas com a elevada sensibilidade e seletividade dos transdutores eletroquimicos
(SAPOUNTZI et al.,, 2017). Possibilitam o desenvolvimento de dispositivos portateis,
miniaturizados, multiplos e integrados, como o0s ‘“lab-on-a-chip” e os “point-of-care”
(SYEDMORADI et al., 2017). Com o avango no desenvolvimento da nanotecnologia, a
fabricacdo de biossensores a partir da modificacdo da superficie de eletrodos com materiais
nanoestruturados tem se mostrado muito eficiente, fato atribuido as propriedades Unicas e
intrinsecas dos nanomateriais e a habilidade em controlar a arquitetura destes materiais em
nanoescala (WALCARIUS et al., 2013) .

Entre os nanomateriais, o grafeno foi escolhido neste trabalho por sua enorme
potencialidade na fabricacdo de biossensores, atribuida a sua rapida conducdo eletrdnica
(BONACCORSO et al., 2010). Além disso, por permitir a sua obtencdo por sintese quimica
em laboratorio com baixo custo efetivo (ZAHARIE-BUTUCEL et al., 2017) e possibilitar a
fabricacdo de filmes nanoestruturados eficientes na imobilizacdo de biomoléculas, como as
enzimas (GAN; ZHAO, 2015). Desta forma, este trabalho envolveu aspectos relevantes na
fabricacdo de biossensores, desde a obtengdo do nanomaterial por sintese quimica até a

investigacdo de diferentes técnicas de nanoestruturacdo dos filmes (LbL e LB) para compor o
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biossensor, e avaliar a influéncia destas duas técnicas no desempenho do biossensor na

quantificacdo de glicose em amostras reais.
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APRESENTACAO

Este trabalho esta dividido em Capitulos. No Capitulo 1 serdo tratados os aspectos
tedricos sobre as técnicas de deposicdo de filmes LbL e LB utilizadas para fabricar os
biossensores e dos materiais escolhidos para a fabricacdo dos biossensores: grafeno e Gox.
Também estdo contidos neste Capitulo os aspectos tedricos dos meétodos eletroquimicos
utilizados neste trabalho para transdugéo do sinal dos biossensores.

No Capitulo 2 serdo abordados os procedimentos experimentais dos métodos de
caracterizacdo dos materiais e dos filmes LbL e LB. Neste Capitulo também serdo
apresentadas e discutidas as caracterizacfes dos materiais a base de grafeno sintetizados
(GPSS e GPDDA) e da Gox.

No Capitulo 3 serdo tratados a parte experimental e o desenvolvimento de
biossensores de glicose a partir de filmes LbL contendo GPSS, GPDDA e Gox. Sera feita
uma analise da influéncia do nimero de bicamadas contendo a Gox no desempenho na
deteccdo de glicose.

No Capitulo 4 serdo abordados a parte experimental e o desenvolvimento de
biossensores de glicose a partir de filmes LB contendo os mesmos materiais utilizados para
fabricar os biossensores formados por filmes LbL (GPDDA, GPSS e Gox), com o objetivo de
comparar dois métodos de fabricacdo de filmes no desempenho dos biossensores. Sera feita
uma andlise da influéncia do nimero de monocamadas (GPDDA/GPSS/Gox) no desempenho
na deteccéo de glicose.

Uma concluséo geral dos resultados obtidos para os biossensores contendo os filmes
LbL e LB sera apresentada nas Consideracbes Finais. Por fim, serdo listados os trabalhos
apresentados em congressos e workshops, bem como o trabalho publicado em forma de artigo

cientifico.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento e avaliacdo de biossensores
eletroquimicos para a detecgdo de glicose fabricados com filmes LbL e LB de GPDDA, GPSS
e Gox.

Obijetivos especificos:

v/Caracterizar os nanomateriais obtidos por sintese quimica.

v'Caracterizar os filmes LbL por espectroscopia UV-Vis e FTIR (do inglés,
Fourier Transform Infrared), Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR),
Dicroismo Circular (CD) e Voltametria Ciclica.

v’ Caracterizar os filmes LB por espectroscopia UV-Vis, FTIR e Raman e por
Voltametria Ciclica.

v'Fabricar os biossensores com os filmes LbL e LB.

v'Investigar dois métodos de deposicdo de filmes no desempenho dos
biossensores na deteccédo de glicose.

v’ Analisar o desempenho dos biossensores na deteccdo de glicose em funcdo da
quantidade de bicamadas contendo a Gox por LbL e monocamadas
(GPDDAJ/GPSS/Gox) por LB.

v’ Avaliar o desempenho na deteccdo de glicose dos biossensores com filmes LbL

e LB na presenca de interferentes e na analise de amostras reais.
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CAPITULO 1: Aspectos tedricos

1.1 Filmes automontados

A técnica de automontagem (LbL) foi proposta por Decher e colaboradores na
década de 90 (DECHER, 1997) e consiste em formar multicamadas a partir de interacdes
eletrostaticas de polieletrdlitos de cargas opostas adsorvidos sequencialmente na superficie do
substrato. Brevemente, ha um equilibrio de forgas provenientes de interacfes intermoleculares
(interacBes de van de Waals, ligacdes Hidrogénio e interacdes eletrostaticas) de maneira a
favorecer a aglomeracdo espontanea de material durante a nanoestruturacdo (HORNYAK;
TIBBALS; DUTTA, 2009; DECHER; SCHLENOFF, 2012). Esta técnica permite fabricar
filmes em escala nanométrica com espessura e regularidade controlada a partir da repeticdo
dos ciclos de deposicdo, podendo ser aplicada em diferentes superficies, como vidros,
eletrodos metalicos, tecidos, papel, e até mesmo em frutas (DECHER; SCHLENOFF, 2012).

Experimentalmente, o processo de deposicdo dos filmes consiste na imerséo
sequencial de um substrato sélido, previamente limpo, em uma solucdo catidnica e/ou
anibnica de interesse. Entre a imersdo das solugcdes de interesse (catidnica/anidnica) o
substrato € imerso em uma solucdo de lavagem com pH préximo das solucdes dos
polieletrdlitos, para remocdo do excesso de material adsorvido. A Figura 1.1.1 ilustra a
formacdo de uma bicamada depositada pela técnica LbL. Este processo pode ser repetido
guantas vezes forem necessarias para respectivas caracterizacdes e aplicacdes (DANTAS,
2009). Para uma melhor adsorcdo das espécies quimicas de interesse, o0 substrato deve ficar
em contato com as solucdes catiénicas e anidnicas por um periodo de tempo pré-estabelecido
(normalmente alguns minutos). Esse tempo é determinado através de estudos de cinética de
crescimento dos filmes nanoestruturados (SILVA; DE SOUZA; OLIVEIRA, 2010).

LbL é uma técnica de deposicao de filmes ultrafinos relativamente simples, préatica e
de baixo custo (DECHER; SCHLENOFF, 2012; MIYAZAKI et al., 2017), permitindo a
aplicacdo em diversas areas, incluindo o sensoriamento, como na fabricacdo de sensores de
gas (SU; SHIU, 2011; LIN; LI; YANG, 2012), liquidos (AOKI et al., 2013) e com muita
potencialidade para anéalise de combustiveis (BUENO; PAIXAO, 2011), deteccdo de drogas
antiterrorismo (antibidticos usados contra infeccdes causadas, por exemplo, pelo Bacillus
Anthracis = antrax) (SADRIEH et al., 2005) e deteccao especifica de trinitrotolueno (TNT) e

nitrocompostos usados em minas explosivas em pmol.L™* (ppm) (MATSUMOTO et al.,
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2005). E em biossensores a incorporacdo de enzimas, proteinas, antigeno-anticorpo e DNA
nas nanoestruturas do filme possibilita o reconhecimento especifico de algumas espécies de
interesse. Para ilustrar, a incorporacdo de colesterol oxidase (ChOx) para colesterol (CAI et
al., 2013), imunoblobulina G (IgG) para bactéria intestinal patogénica (ZUCOLOTTO et al.,
2007), DNA para acido nucleico (SUN et al., 2016) e acetilcolinesterase para parationa
(LUAN et al., 2016).

Figura 1.1.1: llustragdo do processo de formacao de uma bicamada por LbL.

Solucao Lavagem Solugéo Lavagem
catidnica anibnica

Fonte: elaborada pelo autor.

1.2 Filmes de Langmuir-Blodgett

Um filme muito fino e resistente pode ser formado quando uma gota de 6leo é
espalhada sobre a 4gua. A primeira observacdo com carater cientifico sobre este tipo de filme
foi realizada por Benjamin Franklin em 1773. Ao enviar uma carta para um colega, descreveu
o efeito calmante no mar quando uma fina camada de 6leo é espalhada na interface ar-agua.
Embora Rayleigh tenha sugerido que este tipo de filme podia ter a espessura de uma Unica
molécula, as evidéncias cientificas da espessura molecular destes filmes foram propostas em
1917 por Irving Langmuir (PETTY, 1983). E assim foi definido que um filme de Langmuir
consiste na formacdo de uma monocamada de um material flutuante na superficie de um

liquido na interface ar-dgua (ROBERTS, 1984). Alguns anos depois, Katherine Blodgett
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desenvolveu o método de transferéncia sequencial das monocamadas do filme de Langmuir
para um substrato solido, sendo assim, a técnica de fabricacdo é referida como Langmuir-
Blodgett (ROBERTS, 1984). A Figura 1.2.1 ilustra uma Cuba de Langmuir-Blodgett.

Figura 1.2.1: llustracdo de uma Cuba de Langmuir-Blodgett.
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Fonte: elaborada pelo autor.

De um modo geral o equipamento para a fabricacdo dos filmes de Langmuir-
Blodgett é composto por uma cuba retangular fabricada com material hidrofébico, como o
Teflon®, contendo um pogo central mais profundo, para permitir a imersdo do substrato.
Sobre este poco é posicionado um dipper, responsavel por imergir e emergir o substrato
solido no qual o filme sera depositado. Nas extremidades da cuba sdo posicionadas duas
barreiras moveis, responsaveis pela compressdo das moléculas flutuante sobre o liquido
contido na cuba. A pressdo da superficie € monitorada por um sensor de Wilhelmy acoplado a
uma eletrobalanca.

Os filmes de Langmuir classicos sdo constituidos por moléculas com regibes polar
(hidrofilica) e apolar (hidrofobica), denominadas anfifilicas, como o &cido estearico por
exemplo. A parte polar da molécula de &cido estearico é atribuida ao grupo carboxilico e a
parte apolar esta relacionada com os dezesseis grupos CH,. Este tipo de molécula quando
espalhada e comprimida de forma controlada na superficie de um liquido tende a se organizar
em fases bem definidas (ROBERTS, 1985). Este tipo de comportamento pode ser observado a
partir de isotermas de pressdo de superficie pela area média ocupada por estas moléculas. A
Figura 1.2.2 apresenta uma isoterma de pressao de superficie por area média ocupada por uma

molécula anfifilica.
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Figura 1.2.2: Isoterma da pressao de superficie em funcéo da area ocupada por uma molécula anfifilica.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Em um primeiro momento, ao espalhar uma pequena quantidade de uma molécula
anfifilica sobre um liquido (subfase), as mesmas ficardo dispostas na superficie sem nenhum
grau de organizacdo, de modo que a interacdo molécula/liquido € maior do que a interacdo
molécula/molécula, sendo assim, a pressao de superficie nesta fase é igual a zero e esta fase é
denominada liquido-gasosa. Ao diminuir a rea ocupada por estas moléculas pela compressao
das barreiras, as moléculas comecam a se organizar na superficie do liquido e um aumento na
pressdao de superficie € gerado pelo inicio da interacdo molécula/molécula. Esta fase €
denominada liquido-expandida. Na fase liquido-condensada as moléculas assumem o grau
méaximo de ordenamento, apos esta fase, se continuar a compressdo das moléculas ha um
colapso no ordenamento e na isoterma é observada uma diminuicdo brusca da pressdo de
superficie, caracteristico de desorganizacdo. O arranjo ordenado das moléculas na superficie
apresentando as trés fases de ordenamento é caracteristico de moléculas anfifilicas. Porém,
guando esta técnica € utilizada para materiais mais complexos, como polimeros, estas fases
nem sempre podem ser identificadas de maneira clara (BARROS, 2015). Segundo Kim, J.,
Cote, L. J., e Huang J. (KIM; COTE; HUANG, 2010) a técnica LB permite controlar o
espacamento entre as folhas de GO pelo monitoramento da pressdo de superficie obtida pela
isoterma da pressdo da superficie pela area de compressdo das barreiras, com isso, possibilita
a fabricacdo de filmes com folhas interconectadas e sem sobreposicdo, caracteristicas

desejaveis para a aplicacdo em dispositivos eletronicos.
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Além da natureza das moléculas e dos parametros de deposicao, como velocidade de
compressdo das barreiras, velocidade de imersdo/emersdao do substrato, outros fatores
influenciam na fabricagdo e reprodutibilidade dos filmes LB, como o pH da subfase,
estabilidade da monocamada, limpeza da cuba e do substrato e material do substrato
(hidrofdbico ou hidrofilico) (PETTY, 1983).

Como os filmes LB sdo essencialmente ultrafinos, uma forma de monitorar a
transferéncia do material para o substrato é pela diminuicéo da area ocupada pelas moléculas
ao imergir e emergir o substrato, denominada taxa de transferéncia (TR, do inglés transfer
ratio), dada por:

TR =AL/As 1)
Sendo, A_ igual a area da monocamada removida para o substrato em pressdo constante e As
igual & area do substrato imerso na subfase. Quando a TR € igual a 1, significa que toda a area
imersa do substrato foi recoberta pela monocamada. Entretanto, quando o material possui
pouca afinidade pelo substrato, 0 material pode se desprender, implicando em baixos valores
de TR. Por outro lado, valores de TR maior do que 1 indica ndo homogeneidade microscopica
do substrato.

A arquitetura do filme é dependente da interacdo do material entre si e com o
substrato. Sendo assim, as estruturas dos filmes podem assumir trés tipos, X, Y, e Z. A Figura
1.2.3 ilustra os tipos X, Y e Z das estruturas dos filmes LB.

O Tipo X é formado quando a monocamada é transferida na imersdo de um substrato
hidrofébico. J& os tipos Y e Z, os substratos sdo hidrofilicos, sendo que para o tipo Y a
monocamada é transferida durante a imersdo e emersdo do substrato e para o tipo Z a
transferéncia ocorre apenas na imersdo do substrato (ROBERTS, 1984).

Trabalhos na literatura reportam a fabricacdo de biossensores utilizando a técnica
LB. A enzima malato desidrogenase foi imobilizada em um filme de Langmuir de
octadecilamina e transferida para o substrato contendo ITO para detectar acido malico por
Voltametria Ciclica (GUR et al., 2016). Um biossensor de epinefrina foi fabricado injetando
DNA na subfase sobre a qual ja continha o filme de Langmuir de octadecilamina. O limite de
deteccdo de epinefrina apresentado por este biossensor foi de 0,1 pmol.L™, com recuperacéo
de 103,8 % em amostras de urina de individuos fumantes (WANG et al., 2012a). Barbosa, C.
G., Caseli L., e Péres, L. O., (BARBOSA; CASELI; PERES, 2016) evidenciaram a
preservacdo da atividade catalitica da urease imobilizada em filme LB de polimeros
conjugados baseados em tiofeno e fluoreno. A preservacdo da atividade catalitica € uma

caracteristica muito importante para o desempenho de um biossensor.
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Figura 1.2.3: llustracéo os tipos de filme LB X, Y e Z.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Também foi encontrado na literatura biossensores de glicose usando diferentes
maneiras para imobilizar a Gox nos filmes LB. Um biossensor de glicose amperométrico e
impedimétrico bifuncional foi fabricado recobrindo a enzima glicose oxidase, a qual estava
previamente ancorada em substrato de ouro, com um filme de LB de azul da prussia. O
biossensor apresentou deteccdo de glicose analiticamente entre 0 e 25 mmol.L™ em ambas as
técnicas de deteccdo (WANG et al., 2015). Outro biossensor de glicose foi reportado usando
uma solucdo de Gox como subfase sobre a qual foi espalhado &cido estearico ou
octadecilamina. O filme LB contendo octadecilamina/Gox apresentou maior sensibilidade
atribuida a maior interacdo da Gox com octadecilamina, quando comparado ao filme LB de
acido estearico/Gox. Entretanto, o filme LB contendo octadecilamina/Gox apresentou maior
mudanca na conformacao da enzima (WANG et al., 2012b). Ja outro biossensor de glicose foi
fabricado imobilizando a Gox pela imerséo do filme LB de octadeciltrimetilamonio e azul da
prissia em uma solucdo de Gox 1 mg.mL™. Este biossensor apresentou uma resposta
amperométrica linear ate 8 mmol.L™* em um potencial de 0,0 V vs. Ag/AgCl (OHNUKI et al.,
2008).
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1.3 Biossensores de Glicose

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) um sensor
quimico € um dispositivo capaz de transformar uma informacédo, originada de uma reacéao
quimica ou de uma propriedade fisica, em um sinal analiticamente util. Sendo denominado
biossensor quando nestes dispositivos sdo incorporadas biomoléculas, como as enzimas
(ADAM; STANIS\LAW; FOLKE, 1991). Basicamente, um biossensor &€ composto por um
elemento de reconhecimento bioldgico, sensivel a um analito de interesse, e um transdutor
(por exemplo: elétrico, térmico, magnético ou Optico), responsével por converter o sinal
bioldégico em elétrico para o processamento do sinal amplificado. Na Figura 1.3.1 é

apresentado um esquema ilustrativo de um biossensor.

Figura 1.3.1: Esquema ilustrativo de um biossensor.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Particularmente, os transdutores eletroquimicos podem utilizar diferentes métodos
para converter o sinal elétrico (HIGSON, 2009), como a voltametria de onda quadrada, a
voltametria de pulso diferencial e a amperometria. Nesse trabalho foram utilizados
transdutores eletroquimicos, mais especificamente o amperométrico.

O primeiro biossensor de glicose foi desenvolvido por Clark e Lyons em 1962
(CLARK; LYONS, 1962). Para fabricar o biossensor, a Gox foi imobilizada em uma
membrana de didlise diretamente sobre um eletrodo de oxigénio. A detec¢do de glicose foi
feita pelo consumo de oxigénio na oxidacdo da glicose, catalisada pela enzima, conforme a
reacdo (WANG, 2001):
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Gox
Glicose + O, +H,O  —  é&cido glucénico + H,0, (2)

Quando a Gox é imobilizada diretamente sobre o eletrodo, o biossensor é
classificado como de primeira geracdo. Normalmente, 0 monitoramento de glicose neste tipo
de biossensor é feito pela deteccdo de O, ou H,O, e requer potenciais elevados, gerando
problemas com interferentes (como o &cido ascérbico e acido Urico) comumente presentes em
amostras reais (como sangue e urina) (ZHU et al., 2012). Neste tipo de biossensor, o potencial
elevado é requerido devido a Gox possuir uma estrutura tridimensional na qual o cofator
flavina adenina dinucleotideo (FAD) ser centralizado e distante da extremidade da enzima
(KANG et al., 2009), dificultando a transferéncia do elétron diretamente do cofator para o
eletrodo. Para reduzir o potencial utilizado neste tipo de biossensor, torna-se necessario o uso
de materiais que possibilitem uma comunicagdo entre o sitio ativo da enzima e o eletrodo.
Esta comunicacdo pode ser feita, por exemplo, por um mediador de elétrons, conforme a
reacao (ZHU et al., 2012):

Glicose + GoX(x) — 4cido gluconico + GoXred) (3)
GOX(red) + ZM(OX) — GOX(OX) + 2 M(red) +2H" (4)
2M(red) —>2M(ox) +2e (5)

sendo My 0 mediador na forma oxidada e Mq) 0 mediador na forma reduzida. O My €
reduzido pelos elétrons gerados na oxidacdo da glicose, em seguida, oxida-se transferindo
esses elétrons para o eletrodo (CASH; CLARK, 2010). Nessa reacdo sdao comumente
utilizados como mediadores os ferrocenos (GHICA; BRETT, 2005) e ferrocianetos (ZHU et
al., 2002; FERREIRA et al., 2004; GRACA et al., 2014). Estes biossensores sdo classificados
como de segunda geragao.

Atualmente, com o avango no desenvolvimento da nanotecnologia, outra forma de
reduzir o potencial elétrico € imobilizar a enzima em nanomateriais, como o grafeno (KANG
etal., 2009; WU et al., 2010; PALANISAMY; KARUPPIAH; CHEN, 2014; YU et al., 2014),
0os nanotubos de carbono (LIANG; ZHUOBIN, 2003) e nanoparticulas metalicas
(TELLECHEA et al., 2012). Estes nanomateriais facilitam o transporte direto dos elétrons de
uma forma rapida entre o sitio ativo da enzima e o eletrodo. Desta forma, a reagdo envolvida
na deteccdo da glicose é feita pela deteccdo dos elétrons gerados na oxidacdo da glicose,

conforme a reagdo abaixo, classificando estes biossensores como de terceira geragao.
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FAD +2H"+2e < FADH, (6)

sendo FAD o cofator flavina adenina dicuclotideo presente na estrutura da enzima e FADH, a
forma reduzida do FAD. Uma forma de avaliar a ocorréncia de transferéncia direta de elétrons
da enzima para o eletrodo é analisar o0 comportamento da enzima imobilizada no nanomaterial
por voltametria ciclica. O voltamograma devera apresentar os picos bem definidos de
oxidacdo e reducdo da enzima na auséncia de oxigénio. Entretanto, a quantidade de enzima e
também do nanomaterial pode influenciar visualizacdo na definicdo dos picos da enzima
(MASCAGNI et al., 2016).

1.4 Glucose Oxidase (Gox)

Enzimas sdo formadas por longas cadeias poliméricas constituidas de aminoacidos
(unidades monomeéricas), unidos por ligagbes peptidicas, como nas proteinas. As ligacdes
peptidicas sdo formadas quando um grupo carboxila (-COOH) de um aminoacido se liga a um
grupo amina (-NH,) de outro aminoécido, dando origem a uma amida, que se intercalam ao
longo de uma cadeia polipeptidica, cuja posicao relativa é responséavel pela conformacéo da
enzima. Tendo em vista que as enzimas Sao responsaveis por catalisar reacdes bioquimicas e
sua atividade catalitica esta relacionada diretamente com a preservacao da sua conformacéo
estrutural. Se uma enzima € desnaturada ou dissociada em subunidades, sua atividade
catalitica é destruida (NELSON; LEHNINGER; COX, 2002).

A enzima Gox é uma flavoproteina homodimérica (HAOUZ et al., 1998), da classe
das oxidorredutases, obtida principalmente da cultura do fungo Aspergillus niger, com massa
molecular entre 130 e 175 kDa, com estrutura molecular apresentando de 11 a 13% de
carboidratos (BANKAR et al., 2009). Possui ponto isoelétrico em pH 4,2 e sua atividade
Otima ocorre na faixa de pH entre 3,5 e 6,5. Na Figura 1.4.1 esta ilustrada a estrutura na forma
de fitas da Gox.

A Gox é responsavel por catalisar a reagdo de oxidacdo da B-D-glicose em D-
glucono-d-lactona e H,0,, usando oxigénio molecular como um aceptor de elétrons, conforme
a reacdo (FERREIRA et al., 2004):
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Figura 1.4.1: llustracdo da estrutura de fitas da Gox obtida do fungo Aspergillus niger.

Fonte: figura extraida e adaptada da fonte (“RCSB PDB - 1CF3: GLUCOSE OXIDASE FROM
APERGILLUS NIGER Structure Summary Page”)

Gox(FAD) + B-D-glicose — Gox(FADH;) + D-glucono-6-lactona (7)
Gox(FADH,) + O, — Gox(FAD) + H,0; (8)

O monitoramento da glicose pode ser feito pela medi¢do de H,O, durante o curso da
reacdo enzimatica pelos métodos analiticos como a espectrofotometria (BANKAR et al.,
2009), quimiluminescéncia e eletroquimica (MORAES et al., 2012). Outra forma de
monitorar a oxidacdo da glicose pode ser feita através da deteccdo dos elétrons gerados na
oxidacdo da glicose, por eletroquimica, na qual o cofator flavina adenina dicuclotideo (FAD)

recebe dois elétrons, sendo reduzido a FADH,, conforme a reacéo:

FAD + 2 H" + 2 ¢ <> FADH, (6)

1.5 Grafeno

O grafite é constituido por 4tomos de carbono de hibridizacdo sp® ligados entre si,
formando hexagonos em repeticdo arranjado em uma estrutura de duas dimensdes (2D) do

tipo “colmeia” (WOO et al., 2012) (Figura 1.5.1a). Estas redes formam planos sobrepostos e
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ligados através de forcas intermoleculares fracas (van der Waals), e cada plano da estrutura do
grafite (também chamado de folha), quando isolado, pode formar outros alotropos de carbono,
como o grafeno (planar), nanotubos (tubular) e fulerenos (esféricos), ilustrados na Figura
1.5.1b, com elevado potencial para desenvolvimentos tecnoldgicos (MEISSNER et al., 2012).

Figura 1.5.1: (a) Representacdo da estrutura do grafite. (b) Representacdo da estrutura do grafeno,
nanotubo e fulereno.
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Fonte: figura extraida da fonte e adaptada pelo autor (SOLDANO; MAHMOOD; DUJARDIN, 2010).

O grafeno possui propriedades eletrénicas, de transporte e estrutural singulares. Uma
caracteristica importante deste alétropo do carbono € a elevada condutividade elétrica,
atribuida a propagacéo dos seus elétrons pela sua estrutura 2D (BONACCORSO et al., 2010).
Mais especificamente, o grafeno possui em sua estrutura de banda eletrdnica determinados
pontos no qual a energia de separagdo entre a banda de valéncia e a banda de conducdo € igual
a zero (do inglés, zero-band-gap), chamados de pontos de Dirac (DASH; PATTANAIK;
BEHERA, 2014). Uma folha simples de grafeno possui a condutividade elétrica dez vezes
maior & do cobre, com seus elétrons se deslocando com velocidade préxima & da luz (~ 10°
m/s (BASU; BHATTACHARYYA, 2012)). Por apresentar resposta eletrdnica muito rapida o
grafeno é bastante interessante para aplicacdo em dispositivos eletrénicos, e como estes
materiais também podem apresentar transparéncia Optica, (LIU et al., 2009; SIERROS et al.,
2010; SOLDANO; MAHMOOD; DUJARDIN, 2010) sdo uma alternativa interessante em
telas (BLAKE et al., 2008), células solares (WANG; ZHI; MULLEN, 2008), biossensores
(DALMASSO; PEDANO; RIVAS, 2013; UNNIKRISHNAN; PALANISAMY; CHEN,
2013a) e sensores (BASU; BHATTACHARYYA, 2012; GAUTAM; JAYATISSA, 2012).

O grafeno pode ser obtido por diversas técnicas, como a esfoliagdo do grafite
utilizando fita adesiva (BASU; BHATTACHARYYA, 2012) denominada clivagem
micromecéanica (AVOURIS; DIMITRAKOPOULQOS, 2012) que rompe as forcas
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intermoleculares, separando o material em uma rede de estrutura estritamente bidimensional
(o grafeno). Outra técnica utilizada para obter o grafeno € através do crescimento epitaxial por
deposicdo quimica na fase vapor (CVD) (do inglés, Chemical Vapor Deposition) de
hidrocarbonetos sobre metais catalisadores (BATZILL, 2012; ZELLER et al., 2012). Quando
o0 hidrocarboneto € aquecido até a fase de vapor as moléculas sdo quebradas e reagrupadas
formando o grafeno, depositado sobre o metal (por exemplo, niquel). Também é possivel
produzir grafeno através do aquecimento de carbeto de silicio (MEISSNER et al., 2012), pois
em temperatura adequada favorece a sublimacéo do silicio, consequentemente, os a&tomos de
carbono védo se ligando e a superficie do substrato € recoberta, formando o grafeno.
Entretanto, o grafeno é altamente hidrofobico e forma cluster quando disperso em &agua
(STANKOVICH et al., 2006). Para aumentar sua aplicabilidade, particularmente para filmes
LbL, é comum que as nanofolhas de grafeno sejam funcionalizadas com estabilizantes para
tornar possivel a formacéo de dispersdo aquosa.

As nanofolhas de grafeno utilizadas foram produzidas através de uma sintese
quimica, na qual o grafite é oxidado segundo o método descrito por Hummers (HUMMERS
JR; OFFEMAN, 1958a) formando o GO, posteriormente, reduzido a nanofolhas de grafeno
(rGO) de duas maneiras: a) dispersas em solu¢do aquosa contendo hidrazina e &cido poli(4-
estireno sulfénico) (PSS), nomeado aqui como GPSS; com esta funcionalizacdo as nanofolhas
apresentardo carga negativa; e b) dispersa em solucdo aquosa contendo hidrazina e
poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA), nomeado aqui com GPDDA, apresentando
carga positiva.

O GO apresenta grupos funcionais oxigenados ancorados na superficie da sua
estrutura grafitica, como hidroxilas, grupamentos epoxi (ZHANG et al., 2013a) e carboxilas
(LAYEK; NANDI, 2013). Estes grupos funcionais favorecem a dispersdo do GO em &gua
(LIU et al., 2009), ndo sendo necessario nenhum processo adicional para a sua aplicacdo em
filmes LbL contendo GO.

1.6 Métodos Eletroquimicos

A eletroquimica consiste no estudo de reacdes quimicas que envolvem transferéncia
de elétrons em processos de oxidacdo e reducdo. E uma técnica de analise com muitas
aplicagdes na quimica analitica, com aplicagdo no desenvolvimento de sensores e

biossensores para analises biomédicas (YU et al., 2017), controle de qualidade de produtos
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alimenticios (SIERRA-ROSALES; TOLEDO-NEIRA; SQUELLA, 2017) e farmacéuticos
(BHAT et al., 2016) e estudos ambientais (FERANCOVA et al., 2016; KHADEM et al.,
2016; LU et al., 2016; TAN et al., 2016). E crescente o interesse por técnicas analiticas
baseadas na eletroquimica, por serem de elevada sensibilidade, répida e de baixo custo
instrumental. Basicamente, para realizar as analises analiticas é necessario um potenciostato
acoplado a uma célula eletroquimica. De forma geral a célula eletroquimica é composta por
trés eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e contra eletrodo. A Figura 1.6.1
ilustra uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos. O eletrodo de trabalho é
responsavel por detectar os elétrons provenientes das reacfes de oxidoredugdo. Os eletrodos
de referéncia mais usuais sdo de calomelano saturado e Ag/AgCI. Este eletrodo deve manter
seu potencial constante durante a medida. Para isso, € utilizado um contra-eletrodo, para
assegurar a condi¢do potenciostatica. Os contra-eletrodos mais utilizados sao de platina, ouro
ou carbono vitreo. O potencial é aplicado entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, para
prevenir que a corrente gerada percorra o eletrodo de referéncia. O amplificador operacional
do potenciostato aumenta a resisténcia do eletrodo de referéncia, por consequéncia a
resisténcia do contra-eletrodo € menor e a corrente € medida entre o eletrodo de trabalho e o
contra-eletrodo (HEINZE, 1984).

Figura 1.6.1: Esquema ilustrativo de uma célula eletroquimica de trés eletrodos.
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Fonte: elaborada pelo autor

Voltametria Ciclica

A Voltametria € uma técnica eletroquimica baseada na medicao de corrente gerada
pela aplicacdo de um potencial de polarizacdo. Mais especificamente, o potencial variavel é
aplicado no eletrodo de trabalho em relagéo ao eletrodo de referéncia, esta polarizagéo produz
uma resposta na forma de corrente elétrica entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo. O
potencial elétrico é aplicado em funcdo do tempo e pode ser variado comumente de quatro
formas: rampa de potencial linear, onda quadrada, pulso diferencial e triangular (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Na Voltametria Ciclica a forma perfil de potencial com o tempo é triangular. O
potencial é variado linearmente com o tempo até um potencial maximo. Quando este
potencial é alcancado ocorre uma inversdo do sento da variacdo de potencial tendendo ao
potencial inicial, formando um ciclo. Quando a varredura é feita no sentido negativo de
potencial é denominada de varredura direta, como resultado é obtido uma corrente catddica, e
qguando a varredura ¢ feita no sentido do potencial positivo a corrente gerada é anodica, sendo
denominada de varredura reversa. A curva obtida da variagdo de corrente em fungdo do
potencial recebe 0 nome de voltamograma (PACHECO et al., 2013). A Figura 1.6.2 ilustra

um voltamograma relacionado com a varredura triangular da Voltametria Ciclica.

Figura 1.6.2: (a) Potencial em fun¢ao do tempo. (b) Voltamograma ciclico. No voltamograma, corrente de

pico anddico (I;,) e corrente de pico catodico (Ipc).

Tempo (s)

Corrente (A)

Potencial vs. Eletrodo de Referéncia (V)

Fonte: elaborada pelo autor.
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A Voltametria Ciclica é amplamente utilizada principalmente para obter informacdes
sobre aspectos qualitativos de um processo do eletrodo. O tipo de resposta na forma de onda
pode tornar o método impreciso para andlises quantitativas (BARD; FAULKNER, 2000).
Entretanto, trabalhos recentes na literatura tambeém reportam o uso da voltametria ciclica para
medidas quantitativas (ARONOFF-SPENCER et al., 2016; KIM et al., 2016; CHAUHAN et
al., 2017; JAIN; CHAUHAN, 2017).

Os dados mais Uteis em Voltametria Ciclica sdo os potenciais de picos anodicos Epa
e catodicos Epc e a corrente de pico anodico Ip, e catodico I,.. Em condices ideais, as reagoes
reversiveis apresentam os potenciais de picos anodicos e catddicos praticamente iguais em
madulo. Para ser classificado como reagéo reversivel a diferenga de potencial de pico, 4E,,
ndo devera ultrapassar 60mV/numero de elétrons, a 25 °C. QOutro fator de classificacdo do
sistema como reversivel é a relagdo linear entre a corrente de pico pela velocidade de
varredura, o I,/? (BARD; FAULKNER, 2000), também aplicado para os sistemas quasi-
reversiveis.

Em medidas eletroquimicas a corrente é resultado de duas contribuicfes: corrente
faradaica e corrente capacitiva. A corrente faradaica é gerada pelas transferéncias de cargas
das reacOGes redox do sistema. Ja a corrente capacitiva é gerada devido ao processo de
carregamento da dupla camada elétrica existente na interface eletrodo-solucdo. Na
Voltametria Ciclica, as duas correntes podem ser observadas claramente em alguns

voltamogramas, como ilustrado na Figura 1.6.3.

Figura 1.6.3: Voltamograma ilustrativo das correntes faradaica (I) e capacitiva (l.).

Corrente (A)

Potencial vs. Eletrodo de Referéncia (V)

Fonte: elaborada pelo autor.
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Amperometria

A amperometria é amplamente aplicada a biossensores por proporcionar um aumento
da sensibilidade nas medidas (LI1U; LIN, 2006). O aumento da sensibilidade é atribuido a
diminuicdo da corrente residual devido o potencial aplicado ser constante, com isso, a
corrente capacitiva se torna constante, virtualmente igual a zero. A medida ¢ feita aplicando
um potencial constante entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, como resposta
é gerada uma corrente entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo. Em geral, o potencial
utilizado na medida é o potencial de pico anddico ou catddico obtido previamente por
Voltametria Ciclica. Entretanto, alguns materiais possibilitam a diminuicdo deste potencial,
este fato é observado principalmente quando o eletrodo € modificado com nanomateriais,
como o grafeno e as nanoparticulas metalicas. A diminuicdo do potencial é desejada por
diminuir ou eliminar a resposta de interferentes.

A resposta amperométrica na andlise de um analito é dada pela variacdo na da
corrente proporcional a concentracdo do analito. Quando a resposta amperométrica ocorre
devido a um processo de oxidacdo ocorrerd um aumento da corrente, ou seja, havera uma
resposta de corrente anddica, quando for um processo de reducdo, a corrente sera catodica, a
resposta amperométrica apresentard uma diminuicdo no valor de corrente. A Figura 1.6.4
ilustra uma resposta amperomeétrica anddica da deteccdo um analito.

Nesta resposta amperomeétrica, inicialmente ha um aumento de corrente associado ao
carregamento da dupla camada elétrica. Ap0s a estabilizacdo da corrente, quando a corrente
fica constante, o analito é adicionado ao eletrélito suporte. Com isto, h& um aumento da
corrente (corrente anddica) atribuida aos processos oxidativos associados a deteccdo do
analito. Novamente, apds a estabilizagdo da corrente, o analito é adicionado ao eletrolito
suporte, gerando o aumento da corrente proporcional a concentracdo do analito.

Neste trabalho, o limite de deteccdo do analito foi determinado pela razéo entre o
ruido (R) do sinal amperométrico e a sensibilidade (S) (3R/S). A sensibilidade € igual a

inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica.
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Figura 1.6.4: Resposta amperométrica anddica da deteccdo de um analito.
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CAPITULO 2: Métodos de caracterizacdo, sinteses quimicas e

caracterizacao dos materiais.

Neste capitulo serdo abordadas as metodologias utilizadas para caracterizar os
materiais, bem como os filmes LbL e LB, os procedimentos experimentais das sinteses, a

caracterizacdo dos materiais sintetizados e a caracterizacdo da Gox.
2.1 Métodos de caracterizacdo
Difracdo de Raio X

As andlises por difragdo de raio X foram realizadas utilizando o p6 de grafite obtido
comercialmente e dos materiais obtidos nas sinteses quimicas: GO, GPDDA e GPSS, foram
realizados utilizando um difratbmetro de raio-X modelo XPERT-PRO MPD (PANalytical),
usando radiacdo de Cu Ko (comprimento de onda (A) = 1.544 A). Com esta técnica foi
possivel caracterizar e obter o espacamento entre as nanofolhas obtidas nas diferentes
sinteses. Esta analise foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr. Nilson Cristino da Cruz da

Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus Experimental de Sorocaba,
Espectroscopia UV-Vis

A caracterizacdo dos materiais obtidos por sintese quimica foi realizada utilizando
dispersdes em tampdo fosfato pH = 6,3. A Gox também foi caracterizada por UV-Vis em
mesma condic¢do. Esta técnica permitiu obter a absorbancia em A caracteristico de cada
material, e analisar a eficiéncia da reducdo do GO na producdo do GPDDA e do GPSS. Para a
caracterizacdo destes materiais foi utilizado uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho
otico.

Esta tecnica tambeém foi utilizada para determinar 0s tempos necessarios para a
adsorcédo de cada material, estudando a cinética de adsorcéo de cada material e monitorando o
crescimento das bicamadas do filme LbL. Para esta andlise, as bicamadas foram adsorvidas
em substrato de quartzo.

Tais analises foram realizadas utilizando um espectrometro modelo Genesys 6

(Thermo Fischer) instalado no laboratério de Materiais Nanoestruturados, FINEP 1, UFSCar,
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campus Sorocaba. A medida foi realizada no modo absorbancia com varredura a cada 0,5 nm
entre 190 a 1000 nm.

Espectroscopia FTIR

As analises por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) (do inglés, Fourier transformed infrared) permitiu caracterizar as sinteses dos
materiais e a presenca destes materiais nos filmes LbL e LbL. As medidas foram realizadas
em substratos de silicio para os filmes LbL, LB e cast da Gox. Os espectros foram obtidos na
faixa entre 4000 e 500 cm™ com resolucdo de 4 cm™ e média de 148 varreduras. Para 0s
filmes LbL foi usado um espectrémetro Nexus 470 (Thermo Nicolet), em colabora¢do com o
grupo de Polimeros “Bernhard Gross” da Universidade de Sdo Paulo — USP, S&o Carlos. J&
para os filmes LB, filme cast do GO e da Gox depositados sobre silicio e para os materiais
puros incorporados em pastilhas de KBr foi utilizado um Termo Scientific, modelo Nicolet
IR200, UFSCar, campus Sorocaba.

Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi utilizada para caracterizar os filmes LB. Com esta
técnica foi possivel avaliar a eficiéncia da reducdo do GO para formar o GPDDA e 0 GPSS e
comprovar a imobilizagdo da Gox nos filmes. As medidas foram feitas no Instituto de
Quimica, USP S&o Paulo, na qual foi utilizado o espectrdmetro Raman da Horiba-Jobin Yvon
T64000 com detector CCD refrigerado com nitrogénio liquido e microscépio confocal com
uma objetiva 100x da Olympus para focalizar o feixe na amostra. Para excitagdo foi usada a
linha 514 nm de um laser misto de argdnio e kriptonio da marca Coherent Innova 70C com

poténcia de 150 mW na saida.

Dicroismo Circular

A andlise por CD permitiu avaliar se a estrutura conformacional da enzima Gox foi
preservada nos filmes LbL depositado sobre quartzo, também foi analisada a estrutura da Gox
em solucdo tampéo pH = 6,3. A medida foi realizada em um espectrometro J-815 (Jasco Inc)
com resolucéo 1 nm, tempo de resposta de 0,5 s e taxa de varredura de 100 nm.min™, em

colaboragdo com a Profa. Dra. Marli Moraes. O equipamento utilizado esta localizado na
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Universidade Estadual Paulista - UNESP, Campus de Araraquara. Para a medida da solucéo

de Gox foi utilizada uma cela de quartzo de caminho 6tico de 1 mm.

Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR)

A técnica SPR permitiu obter a espessura de cada camada depositada por LbL para
formar a arquitetura (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOXx),. As camadas foram depositadas sobre
um filme de ouro depositado sobre vidro com suas espessuras controladas, adquiridos da
BioNavis. O equipamento utilizado foi o SPR Navi 200 (BioNavis, Finland) com dois feixes
de luz p-polarizada de L = 670 nm e A = 785 nm. Para obter a espessura de cada camada,
foram feitas simulacdes do espectro SPR de cada camada, utilizando o software Winspall
3.02. Este equipamento esté instalado no laboratério de Materiais Nanoestruturados, FINEP 1,

UFSCar, campus Sorocaba.

Voltametria Ciclica

A andlise por Voltametria Ciclica permitiu a caracterizacdo dos potenciais anddicos e
catddicos dos filmes LbL e LB, obter informacgdes do comportamento difusional dos sistemas
estudados, analise do processo de transferéncia direta de elétron (DET) e detec¢do de glicose
para os diferentes sistemas estudados. As medidas foram realizadas em um
potentiostato/galvanostato (Autolab PGSTAT 30 — Echochemie) instalado no laboratorio de
Materiais Nanoestruturados, FINEP 1, UFSCar, campus Sorocaba. Para as medidas dos filmes
LbL GPDDA/GPSS/(GPDDA/Gox), e para o filme LB (GPDDA-GPSS-Gox), foi utilizado
um sistema convencional de trés eletrodos: o eletrodo de trabalho foram os filmes depositados
sobre substrato com 6xido de estanho dopado com indio (ITO, do inglés, Indium Tin Oxide,) 0
contra eletrodo foi de lamina de platina e o eletrodo de referéncia foi o de calomelano
saturado (ECS) (sistema Hg/Hg,Cl, em solucdo saturada de KCI). Nestas medidas foram

utilizadas velocidades de varredura de 0,025 a 0,300 V.s.
2.2 Sinteses Quimicas
Todas as sinteses foram realizadas sob forte sistema de exaustdo e controle de

temperatura. Todos os reagentes utilizados foram obtidos de grau analitico e sem tratamento

adicional.
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O GPDDA e o GPSS foram sintetizados quimicamente a partir do GO obtido pelo
método de Hummers (HUMMERS JR; OFFEMAN, 1958a), posteriormente reduzido e
funcionalizado com PDDA ou PSS, para formar dispersdes aquosas necessarias para a
fabricacdo dos filmes LbL. J& para os filmes LB, o0 GPDDA e o GPSS foram dispersos em
metanol para viabilizar a formacdo de monocamadas estaveis. Detalhes da metodologia estéo

descritas a seguir.

Sintese de Oxido de Grafeno (GO)

10 g de grafite em p6 com 98% de pureza foram pré-oxidados com 15 mL de H,SO,,
5g de K,S,03 e 5g de P,Os a 80 °C. A mistura obtida de cor azul escuro foi resfriada em
temperatura ambiente por 6 horas, diluida com &gua ultrapura (cuidado, &gua adicionada no
acido deve ser feita com cautela, pois a reacdo € altamente exotérmica), filtrada e lavada até
pH neutro.

10 g de grafite pré-oxidado foram adicionados a 230 mL de H,SO,4 a 0°C. Apoés a
estabilizagédo da temperatura a 0 °C, 30 g de KMnQO, foram adicionados lentamente, mantendo
a temperatura em até 20 °C. A mistura final obtida apresentou cor marrom e foi mantida em
agitacdo por 2 horas a 35 °C. Em seguida, 460 mL de agua ultrapura foram adicionadas
lentamente (a &gua foi adicionada ao acido, portanto ha reacdo altamente exotérmica, devendo
ter o maximo de cuidado). Ap6s 15 minutos de reacdo, foram adicionados mais 1,4 L de agua
ultrapura, entdo, 25 mL de H,O, 30 % foram adicionados e a mistura se tornou amarela
brilhante. O déxido de grafite resultante foi filtrado e lavado com HCI (1:10) (HUMMERS JR;
OFFEMAN, 1958a). O GO foi obtido apos esfoliacdo das nanofolhas de grafite em banho de

ultrassom por 2 h. A Figura 2.2.1 apresenta um fluxograma da sintese do 6xido de grafite.



Figura 2.2.1: Fluxograma da sintese do 6xido de grafite.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Sintese de Oxido de grafeno reduzido e estabilizado em PSS (GPSS)

Primeiramente, 50 mg de 6xido de grafite foram adicionados em 50 mL de &gua
ultrapura e mantidos em banho de ultrassom por 2 horas para a exfoliacdo das nanofolhas do
oxido de grafite, e desta forma, obter o GO. Em seguida, foi adicionado a dispersdo de GO
500 mg de poli(estireno sulfénico) (PSS; Mw = 70000) em agitacdo vigorosa. Com cautela,
foi adicionado a mistura o agente redutor, 65,1 mg de hidrazina (HgN2O4S) sob agitacdo. A
mistura foi aquecida a 90 °C em refluxo por 12 horas. Por fim, o 6xido de grafeno reduzido
estabilizado em PSS (GPSS) obtido foi submetido ao processo de lavagem, a centrifugagéo
em alta rotacdo (14000 rpm) e posterior secagem a 90 °C sob vacuo (STANKOVICH et al.,
2006). A Figura 2.2.2 ilustra o fluxograma do processo de fabricacdo do GPSS.

Figura 2.2.2: Fluxograma da sintese do GPSS.

50 mg de GO 50 mL de &gua ultrapura
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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O PSS e um polieletrolito aniénico e sua densidade de carga negativa esta associada

aos oxigénios presente no grupo sulfénico. A Figura 2.2.3 ilustra a estrutura quimica.

Figura 2.2.3: llustragdo da estrutura quimica do PSS.

SO,

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Sintese de 6xido de grafeno reduzido e estabilizado em PDDA (GPDDA)

Primeiramente, 20 mg de oxido de grafite foram adicionados em 200 mL de &gua
ultrapura e mantidos em banho de ultrassom por 2 horas para a exfoliacdo das nanofolhas do
oxido de grafite, e desta forma, obter 0 GO. Em seguida, a dispersdo de GO foi aquecida a 40
°C e gotejada lentamente a 200 mL de solucdo de poli(cloreto de dialildimetilaménio)
(PDDA; 20 %p em H,0, Sigma Aldrich) também aquecida a 40 °C e sob agitacdo. Apos a
completa homogeneizacdo, a mistura foi mantida em banho de ultrassom por 30 minutos.
Posteriormente, foi adicionado a mistura, sob agitacdo, 0,01 g do agente redutor hidrazina
(HeN204S). A mistura foi mantida sob agitacdo e aquecida a 90 °C em refluxo por 12 horas.
Finalmente, o GPDDA obtido foi submetido ao processo de lavagem, a centrifugacdo em alta
rotacdo (14000 rpm) e posterior secagem em temperatura ambiente sob vacuo (LI; DENG;
YANG, 2014). A Figura 2.2.4 ilustra o fluxograma do processo de obtencdo do GPDDA.



Figura 2.2.4: Fluxograma da sintese do GPDDA.
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O PDDA é um polieletrélito catidnico e sua densidade de carga positiva é associada

ao nitrogénio na forma de amina quaternaria. A estrutura esta ilustrada na Figura 2.2.5.

Figura 2.2.5: llustragdo da estrutura quimica do PDDA.
Cl
+
n
Fa N\
HsC™ "CHj

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

2.3 Caracterizacdo das Sinteses Quimicas

O po6 do grafite, GO, GPSS e GPDDA foram analisados por difracdo de raio-X para
caracterizacdo das estruturas proveniente das sinteses quimicas de GO, GPSS e GPDDA. A

Figura 2.3.1 apresenta os difratogramas de raio-X para os diferentes compostos.

Figura 2.3.1: Difratogramas de raio-X do p6 do grafite, GO, GPSS e GPDDA sintetizados quimicamente.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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O espacamento interplanar das nanofolhas pode ser obtido pela Lei de Bragg,
segundo a equacéo:

n\ = 2d.sind 9)
sendo, n um numero inteiro de comprimento de onda (A), d a distancia interplanar e 6 o
angulo do raio X incidente. O grafite apresentou um pico em 26 = 26,5 °, o qual corresponde
a um espacamento interplanar das nanofolhas de 0,335 nm do plano (002) (PAUL,;
MOHANTA, 2011). Ap6s o processo de oxidacdo do grafite, 0 GO apresentou um pico em
26 = 9,6° atribuido ao plano (002) e um espacamento interplanar das nanofolhas de 0,922 nm,
indicando um elevado grau de oxidacdo das nanofolhas de GO. O aumento no espagamento
interplanar das nanofolhas de GO pode ser atribuido a geracdo de grupos funcionais
oxigenados, tais como epoxi e grupos hidroxilas presentes nas nanofolhas de GO (PARK et
al., 2011). O difratograma do p6 de GPSS apresentou um pico largo em 20 = 24,5°, com
espacamento interplanar igual a 0,363 nm. Resultados similares foram obtidos para o pé de
GPDDA, o qual apresentou no difratograma um pico largo em 260 =23,7° (d = 0,376 nm),
Para ambos, a diminuicdo do espacamento interplanar associado ao alargamento do pico,
quando comparado as nanofolhas de GO, evidencia a reducdo do GO e a intercalacdo do
polimeros rGO (PARK et al., 2011; PENG et al., 2014).

A reducdo do GO nas sinteses do GPDDA e do GPSS também foi evidenciada
guando suas dispersdes foram analisadas por espectroscopia UV-Vis. A Figura 2.3.2
apresenta os espectros de absor¢do no UV-Vis da disperséo em tampao fosfato do GO, GPSS
e GPDDA, bem como, das solucGes dos polimeros PSS e PDDA.

O espectro de absorbancia em UV-Vis da dispersdo aquosa do GO apresentou bandas
em cerca de 230 nm e 300 nm atribuidas as transigdes eletrénicas dos orbitais =—n* das
ligacbes C=C aromaticas e as transigdes n—n* das ligagdes C=0 (YU et al., 2014),
respectivamente. Apds o processo de reducdo do GO na presenca dos estabilizantes PDDA ou
PSS, esses dois picos desaparecem e surge uma nova banda larga com o maximo em
aproximadamente 270 nm atribuida a restauragdo das ligagdes m-conjugadas no GPDDA e
GPSS. Particularmente, no espectro do GPSS (curva em vermelho), aparece uma banda em
230 nm atribuida a absorcao do anel benzénico presente na estrutura do PSS (STANKOVICH
et al., 2006).
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Figura 2.3.2: Espectros UV-Vis das solu¢des de PDDA e PSS e das sinteses de GO, GPDDA e GPSS
dispersas em tampao fosfato pH = 6,3.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A eficiéncia da reducdo do GO nas sinteses do GPDDA e GPSS também foi
evidenciada quando os materiais obtidos nas sinteses foram analisados por espectroscopia
FTIR. A Figura 2.3.3 ilustra os espectros de FTIR no modo de transmitancia obtidos em
pastilha de KBr do GO, PDDA, GPDDA, PSS e GPSS.

O espectro do GO revelou bandas principalmente atribuidas ao seu processo de
oxidacdo na sua obtencdo. As bandas presentes em 3400 cm™ e 1420 cm™ sdo atribuidas ao
estiramento vibracional e deformacdo da ligacdo O-H relacionadas com o0s grupos
carboxilicos e hidroxilas presentes na estrutura do GO, bem como &gua residual entre as
folhas do GO (CHEN et al., 2013). As bandas observadas em 1739 cm™ e 1057 cm™
correspondem, respectivamente, ao estiramento vibracional das ligagdes C=0 e C-O
presentes nos grupos COOH (TITELMAN et al., 2005), em 1362 cm™ é atribuida ao
estiramento da ligagdo C-OH (SI; SAMULSKI, 2008). 1280 cm™ e em 1140 cm™ associada
ao estiramento do C-O-C em grupos epoxis (DREYER; JIA; BIELAWSKI, 2010). Por fim, a
banda observada em 1620 cm™ é atribuida ao estiramento das ligagdes C=C estrutural (CHEN

etal., 2013; DESHMUKH et al., 2017).
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Figura 2.3.3: Espectros FTIR do PDDA e PSS puro e das sinteses de GO, GPDDA e GPSS obtidos em
pastilhas de KBr.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Apds o processo de reducdo do GO para obter GPDDA e GPSS, houve uma evidente
diminuicdo na transmitancia da banda em 1739 cm™ tanto para no espectro do GPDDA,
quanto para o espectro do GPSS, evidenciando a diminui¢do de grupos COOH presentes na
estrutura destes materiais, comprovando a eficiéncia na reducdo do GO nas duas sinteses. A
banda larga presente no espectro do GPDDA em aproximadamente 3440 cm™ é atribuida ao
estiramento de —~NR3" (ZHANG et al., 2016) e também ao estiramento O-H da agua residual
devido a propriedade hidrofilica do PDDA (ZHANG et al., 2013b). A banda em 1570 cm™
estd relacionada com o estiramento da ligagdo C=C em grupos arométicos (SEREDYCH;

ROSSIN; BANDOSZ, 2011). J4 as bandas em aproximadamente 2900 cm™ e em 1470 cm™
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sdo relacionadas ao estiramento vibracional das ligagdes C—H e N—C, as quais podem ser
relacionadas com as bandas caracteristicas do polimero PDDA (ZHU et al., 2013; FU; LAI,
YU, 2015). A banda presente em 1205 cm™ sugere ligacéo do nitrogénio presente na estrutura
do PDDA com carbono préximo a oxigénio residual. A presencga dessas bandas evidencia a
funcionalizacdo do rGO com PDDA, formando o GPDDA (PENG et al., 2014).

As bandas presentes no espectro do GPSS foram reveladas em 3470 cm™* e 1650
cm ! correspondente ao estiramento e deformacéo das ligaces O—H das moléculas de agua
presente no PSS (BALAMURUGAN; BERCHMANS, 2015). Ja em 2900 cm™, 1175 cm™ e
1040 cm™ sdo atribuidas ao estiramento vibracional das ligagdes C—H, S—O e S-fenil,
respectivamente, confirmando a presenca dos grupos sulfonicos caracteristicos do polimero
PSS. A banda em 1570 cm™ esté relacionada com o estiramento da ligagdo C=C em grupos
aromaticos (SEREDYCH; ROSSIN; BANDOSZ, 2011). As bandas em 1007 cm™ e 830 cm™
sdo atribuidas as deformacbes angulares no plano das ligagdes C—H ¢ as deformagdes
angulares fora do plano das ligagdes C—H, caracteristico de grupos fenil p-dissubstituido
guando funcionalizado efetivamente por PSS. (SI; SAMULSKI, 2008). As principais
absorcoes dos diferentes materiais estdo apresentadas na Tabela 2.3.1.

Tabela 2.3.1: Atribuicdes das principais bandas FTIR do GO, GPDDA e GPSS obtidas em pastilhas de
KBr.

GO PSS PDDA GPSS GPDDA
Numero  Atribuicdo Namero  Atribuicéo NUmero  Atribuicdo NUmero  Atribuicdo  NUmero  Atribuigdo
de onda de onda de onda de onda de onda
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

3400 O-H 3470 O-H 3440 O-H 3470 O-H 3440 O-H
estiramento estiramento estiramento estiramento estiramento
1739 C=0 2900 C-H 3440 —NR3+ 2900 C-H 3440 —NRz+
estiramento estiramento estiramento estiramento estiramento
1620 c=C 1620 c=C 2900 C-H 1650 O-H 2900 C-H
estiramento estiramento estiramento deformagao estiramento
1420 O-H 1650 O-H 1650 O-H 1570 C=C 1650 O-H
deformagdo deformagéo deformagéo estiramento deformagdo
1362 C-OH 1175 S-0 1470 N-C 1175 S-0 1570 Cc=C
estiramento estiramento estiramento estiramento
1140 C-0-C 1040 S-fenil 1040 S-fenil 1470 N-C
estiramento estiramento estiramento estiramento
em grupos
epoxis
1057 C-0 1007 C-H 1007 C-H
estiramento deformacéo deformagéo
angular no angular no
plano plano
830 C-H 830 C-H
deformagdo deformacéo
angular fora angular fora
do plano do plano

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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2.4 Caracterizagdo da enzima Gox

A enzima Gox foi utilizada para compor os biossensores formados com filmes LbL e
também com os filmes LB. Em um primeiro instante, para avaliar se a enzima foi imobilizada
com sucesso nos filmes LbL, a Gox foi caracterizada por espectroscopia UV-Vis. A Figura

2.3.1 apresenta o espectro de absorbancia UV-Vis da Gox em solugdo tampé&o pH = 6,3.

Figura 2.4.1: Espectro de absor¢do UV-Vis da Gox em solucdo tampéo pH = 6,3.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O espectro de absorbancia da Gox revelou uma absorcdo caracteristica em
aproximadamente 280 nm atribuida as transi¢des eletronicas dos orbitais m—n* das ligagdes
C=C dos aminoécidos ciclicos (triptofano, fenilalanina e tirosina) (MANSUR; MANSUR,;
GONZALEZ, 2011), duas absorcdes fracas em 380 e 454 nm atribuidas aos grupos flavinas
na forma oxidada (FAD) presente na estrutura da proteina (ZHANG et al., 2015). Como a
banda em 280 nm é mais intensa, a sua presenca no filme LbL serd observado monitorando
este comprimento de onda.

A presenca da Gox nos filmes LbL e LB foi investigada por espectroscopia FTIR e
sua imobilizacdo foi confirmada pelas principais bandas da Gox presentes nos espectros FTIR
dos filmes. Para comparacdo, a Figura 2.4.2 apresenta o espectro de um filme cast da Gox

com destaque das principais bandas caracteristicas desta enzima.
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Figura 2.4.2: Espectro FTIR de um filme cast da Gox.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A Gox apresenta diversas bandas caracteristicas na espectroscopia FTIR,
denominadas de bandas de Amidas A, B, I, Il e lll. A banda presente em aproximadamente
3300 cm™ é atribuida ao estiramento das ligagdes N—H (amida A) e a banda em 3100 cm™ é
atribuida ao estiramento das ligagdes N—H e ao segundo harmonico da amida II (amida B). A
banda de amida | ocorre entre 1700 a 1600 cm’, atribuida ao estiramento C=0 das ligacfes
peptidicas e uma pequena contribuicdo da deformacédo angular da ligacdo H-N-C (BLIN et al.,
2005). Ja a banda de amida Il ocorre entre 1600 a 1500 cm™, atribuida ao estiramento da
ligagdo C—N e também a deformagdo no plano das ligagdes N—H dos grupos peptidicos
(LIANG; ZHUOBIN, 2003). A banda em aproximadamente em 1240 cm™, muito complexa,
refere-se a banda de amida Il (PORTACCIO et al., 2011). As principais bandas encontradas
no espectro FTIR da Gox estdo listadas na Tabela 2.4.1.

Tabela 2.4.1: Atribuigdes das principais bandas FTIR da Gox obtidas em filme cast.

NGmero de onda (cm™) Atribuicéo

3287 N-H estiramento ( amida A)

3100 Amida B

1660 C=0 estiramento (amida I)

1522 N-H deformagdo (amida Il)

1476 N-C estiramento (amida I1)

1397 C-H deformagdo em CHj;

1240 C-N-H deformacéo angular no plano

e estiramento C-N (Amida I11)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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CAPITULO 3: Filmes LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox),

O Capitulo 3 consiste no desenvolvimento de biossensores de glicose a partir de
filme LbL contendo GPDDA, GPSS e Gox. Este Capitulo esta estruturado inicialmente por
uma introducdo com base na literatura sobre fabricacdo de biossensores de glicose formados
por LbL de nanofolhas de grafeno, seguida dos objetivos especificos, metodologia, resultados

e discussdes e conclusdes desta parte do trabalho.
3.1 Introducéo: revisao da literatura

A aplicacdo de nanomateriais em biossensores tem recebido muito interesse nos
ultimos anos, principalmente por oferecer uma série de vantagens, como 0 aumento da area de
superficie e a transferéncia de elétrons mais eficiente entre a biomolécula para o eletrodo
(CASH; CLARK, 2010). Aliada as essas propriedades, a nanoestruturacdo também se mostra
muito relevante no desempenho do biossensor (CHEN et al., 2017). Neste sentido, imobilizar
a enzima em nanofolhas de grafeno pela técnica LbL se torna muito promissora no
desempenho do biossensor.

Entretanto, uma folha simples de grafeno é fortemente hidrofébica (STANKOVICH
et al., 2006). Desta forma, para desenvolver um biossensor com um filme LbL de grafeno,
torna-se necessario a funcionalizacdo ou dopagem das nanofolhas para formar dispersdes
aquosas estaveis. Trabalhos recentes na literatura reportam o uso de nanofolhas de grafeno
modificadas por diversas formas para a aplicacdo em biossensores de glicose fabricados com
filmes LbL. Ren e colaboradores (REN et al., 2016) funcionalizaram as nanofolhas de grafeno
com trietilenotetramina. Fabricaram um biossensor de glicose e avaliaram a faixa analitica em
funcéo do nimero de bicamadas. O biossensor com seis bicamadas se apresentou analitico até
8 mmol.L™, com sensibilidade de 19,9 pA.cm™?.mmol™.L. Barsan e colaboradores (BARSAN
et al., 2014) usaram nanofolhas de grafeno dopadas com nitrogénio e associaram a quitosana
para fabricar um biossensor de glicose. Este biossensor apresentou limite de detecgéo de
64 pmmol.L™ e sensibilidade de 10,5 pA.cm.mmol™.L, com faixa analitica entre 0,2 e 1,8
mmol.L™. Gu e colaboradores (GU et al., 2012) funcionalizaram covalentemente as
nanofolhas de grafeno com brometo de 1-(3-aminopropil)-3-metilimidazélio e com é&cido

sulfanilico para adicionar cargas positivas e negativas, respectivamente. O biossensor de
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glicose apresentou limite de deteccéo de 3,3 pmol.L™ e faixa analitica entre 10 a 500 pmol.L"
! em um sistema de microdialise.

Neste trabalho, as nanofolhas de grafeno foram funcionalizadas com polieletrolitos
de cargas positivas e negativas durante o processo de reducdo do GO, formando dispersoes

aquosas estaveis, portanto, aplicaveis a técnica LbL.
3.2 Objetivos Especificos

v Desenvolver um biossensor fabricado a partir de filme LbL contendo GPDDA,
GPSS e Gox.

v Fabricacdo e caracterizacdo dos filmes LbL por espectroscopia UV-Vis e
FTIR, CD, SPR e Voltametria Ciclica.

v' Andlise do desempenho dos biossensores formados por filmes LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), em funcdo do numero de bicamadas
contendo a Gox na deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica e
Amperometria.

v Avaliar o desempenho do melhor biossensor fabricado com filme LbL na

deteccdo de glicose na presenca de interferentes e em amostras reais.
3.3 Materiais e Métodos
Preparacao da dispersdo de GPDDA

O GPDDA foi obtido a partir do GO sintetizado quimicamente, reduzido e
funcionalizado com o polieletr6lito PDDA, conforme descrito no Capitulo 3. Foi preparada
uma dispersdo aquosa de GPDDA 0,1 mg.mL™, em seguida, a mesma foi mantida em banho

ultrassénico por 2 h.
Preparacao da disperséo de GPDDA

O GPSS também foi obtido a partir do GO sintetizado quimicamente, reduzido e
funcionalizado com o polieletrélito PSS, conforme descrito no Capitulo 2. Foi preparada uma
dispersdo aquosa de GPSS 0,1 mg.mL™?, em seguida, a mesma foi mantida em banho

ultrassénico por 2 h.
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Preparacao da solucéo de Gox

A solugdo da Gox 1mg.mL™ foi preparada em tampéo fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3.

Procedimento de limpeza dos substratos

Os substratos de ITO foram limpos cuidadosamente com cloroférmio, mantidos em
banho ultrassénico em alcool isopropilico por 15 mim e secos com ar comprimido.

Os substratos de silicio foram limpos com cloroférmio, mantidos em banho
ultrassénico também em cloroférmio por 30 min e secos com ar comprimido.

Os substratos de quartzo foram hidrofilizados em uma mistura de HCI, H,O; e H0,
1:1:6 e depois com NH4OH, H,0, e H,0, 1:1:5, ambas por 10 minutos a 80°C, lavados com

agua ultrapura e secos com ar comprimido.

Procedimento para a formacéo dos filmes LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox),

Na formacdo da primeira bicamada o substrato previamente limpo foi imerso na
dispersdo de GPDDA 0,1 mg.mL™ por 900 s (tempo estimado pela curva da cinética de
crescimento da adsorcdo presente na Figura 3.4.2), lavado em tampao fosfato pH 6,3 para
remocdo de material ndo adsorvido e seco com ar comprido, em seguida, o0 substrato foi
imerso na dispersdo de GPSS 0,1 mg.mL™ por 900 s (tempo estimado pela curva cinética de
crescimento da adsorcdo presente na Figura 3.4.1), novamente lavado em tampéo fosfato pH
6,3 para remocdo de material ndo adsorvido e seco com ar comprido. Nas bicamadas
subsequentes o substrato contendo a primeira bicamada foi imerso em GPDDA por 900 s,
lavado em tampéo fosfato pH 6,3 para remocdo de material ndo adsorvido e seco com ar
comprido, e finalmente imerso na solucdo de 1 mg.mL™ de Gox por 600 s (tempo estimado
pela cinética de crescimento da adsorcao presente na Figura 3.4.3), lavado em tampéo fosfato
pH 6,3 para remocdo de material ndo adsorvido e seco com ar comprido. Este processo de
formagéo das bicamadas de (GPDDA/Gox) foi repetido por 2, 3, 5 e 10 vezes, formando as
arquiteturas (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GO0X)3, (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GO0X)3,
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox)s e (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)10. A Figura 3.3.1 ilustra
0 procedimento para a formacao dos filmes LbL.
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Figura 3.3.1: llustracdo do procedimento para a formacao dos filmes LbL.

2,3,5e 10 vezes

- e

GPDDA  Tampéio GPSS Tampdo GPDDA Tampéio Gox Tampéao
0,1 mg.mL? fosfato 0,1 mg.mL? fosfato 0,1 mgmL* fosfato 1mgmL" fosfato
900 s pH 6,3 900 s pH 6,3 900 s pH 6,3 600 s pH 6,3

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Procedimento para a caracterizacéo dos filmes LbL por espectroscopia UV-Vis
eFTIR

O filme LbL analisado por espectroscopia UV-Vis foi depositado em substrato de
quartzo. A absorbancia foi medida a cada bicamada até formar a arquitetura
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/G0X)10.

Para a espectroscopia FTIR, os filmes LbL foram depositados sobre substrato de
silicio. A quantidade de bicamada de cada arquitetura analisada foi estabelecida de acordo
com a necessidade da intensificacdo do sinal gerado na medida. Foram analisadas as
arquiteturas (GPDDA/Gox)19, (GPDDA/GPSS)s/(GPDDA/Gox)s € (GPDDA/GPSS) 1.

Procedimento para as analises eletroquimicas — Voltametria Ciclica e

Amperometria

Os filmes foram depositados sobre ITO e usados como eletrodo de trabalho em uma
célula eletroguimica contendo trés eletrodos. Foi usado um eletrodo de platina como contra-
eletrodo e um eletrodo de calomelano saturado como eletrodo de referéncia.

A anélise da area ativa e a analise do comportamento difusional dos filmes LbL por
Voltametria Ciclica foi realizada usando o sistema cianeto-ferrocianeto. Para isso foi usada 7
mL de uma solucdo (1:1) de tampdo fosfato 10 mmol.L™* e pH 6,3 contendo Fe(CN)>/
Fe(CN)s* 10 mmol.L™. A velocidade de varredura foi variada entre 0,025 e 0,300 V.s™.
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As medidas de deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica foram realizadas em 7
mL de tamp&o fosfato 10 mmol.L ™, pH = 6,3, foram adicionadas sequencialmente aliquotas
de 100 L de glicose 20 mmol.L™ preparada em tampéo fosfato 10 mmol.L ™, pH = 6,3.

As medidas de deteccdo de glicose por Amperometria foram realizadas em 7 mL de
tampao fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3, foram adicionadas sequencialmente aliquotas de 100
uL de glicose 10 mmol.L™ preparada em tampéao fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3.

A andlise da deteccdo de glicose em meio contendo interferente foi realizada em 7
mL de tampéo fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3. Foi adicionada primeiramente uma aliquota de
100 pL de glicose 20 mmol.L™ preparada em tamp&o fosfato 10 mmol.L™?, pH = 6,3, em
sequida, foram adicionadas sequencialmente aliquotas de 100 pL de tampdo fosfato 10
mmol.L™, pH = 6,3, de &4cido Urico (AU) 20 mmol.L™?, &cido ascérbico (AA) 20 mmol.L™?,
lactose (L) 20 mmol.L?, sacarose (S) 20 mmol.L™ e frutose (F) 20 mmol.L™ . Por fim, foi
adicionada 100 pL de glicose 20 mmol.L™ preparada em tamp&o fosfato 10 mmol.L™, pH =
6,3.

A andlise da deteccdo de glicose em amostra real foi realizada em 7 mL de tampao
fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3. Para a anélise da solucdo hidroeletrolitica comercial foram
adicionadas sequencialmente aliquotas de 100 pL uma solucgdo 1:10 de Pedyalite® diluido em
tampéo fosfato 10 mmol.L™*, pH = 6,3. O mesmo procedimento foi realizado para o leite sem

lactose.
3.4 Resultados e Discussdes

Cinéticas de crescimento da adsorcédo do GPSS, GPDDA e Gox em substratos de

quartzo

O comportamento do crescimento da adsor¢do de um material em uma bicamada
depositada por LbL pode ser analisado pela cinética de crescimento da adsorcdo deste
material, monitorado pela absorbancia da bicamada em UV-Vis em funcdo do tempo de
adsorcdo do material estudado. Pela cinética de crescimento da adsorcdo é obtido o tempo
ideal para a deposicdo do material, ou seja, tempo necessario para a maior adsorcdo deste
material na bicamada monitorada pela absorbancia em UV-Vis. O tempo ideal de adsor¢édo de
um material é obtido quando sua absorbéancia na bicamada passa a ser constante em rela¢ao ao
tempo. Sendo assim, o tempo ideal de adsorcéo é observado quando a curva de absorbancia

em UV-Vis sofre uma inflexdo e permanece constante apds este ponto. Para obter o tempo
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ideal de deposicdo pela cinética de crescimento da adsor¢do de um material € utilizado um
material com o tempo de adsor¢do conhecido, mantendo-o fixo, variando o tempo de adsor¢édo
do material estudado.

O tempo ideal da adsor¢do do GPSS (0,1 mg.mL™) em funcéo de um polieletrélito de
carga positiva foi analisado utilizando uma solugdo 1uL.mL™ de PDDA (polieletrélito com o
tempo de adsorcdo conhecido e fixo) . E importante salientar que a carga apresentada pelo
GPSS em meio aquoso € atribuida a carga negativa presente no polieletrolito PSS. Ambos os
materiais, GPSS e PDDA foram preparados em tampdo fosfato pH = 6,3. Na Figura 3.4.1 esta
apresentada o comportamento do crescimento da absorbancia em UV-Vis de cada bicamada
de (PDDA/GPSS) em diferentes tempos de adsor¢do do GPSS. O monitoramento do
crescimento das bicamadas foi realizado em 270 nm por ser o comprimento de onda da
principal banda de absorcdo do GPSS, conforme observado para a dispersdo do GPSS (Figura
2.3.2).

Figura 3.4.1: Absor¢do em UV-Vis de cada bicamada de (PDDA/GPSS) depositada em diferentes tempos

de adsorcéo do GPSS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

O tempo de adsor¢édo adotado para o PDDA foi fixado em 600 s (RANI et al., 2011)
e 0 tempo de adsorc¢do do GPSS foi variado de 10 a 4340 s. Para 0 GPSS o ponto de inflexdo

da curva de absorcdo em UV-Vis foi em aproximadamente 600 s, entretanto, apds o ponto de
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inflexdo o material ndo apresentou absorcéo constante com o aumento do tempo de adsorcao,
sendo assim, sendo assim, o tempo ideal de adsorcéo adotado foi aumentado para 900 s.

Para avaliar o comportamento da adsor¢cdo do GPPDA foram preparadas dispersoes de
GPDDA (0,1 mg.mL™) e GPSS (0,1 mg.mL™) em tampdo fosfato de pH 6,3. Em meio
aquoso, 0 GPDDA apresentou carga positiva e 0 GPSS carga negativa, ambas atribuidas aos
polieletrolitos utilizados como estabilizantes nas respectivas sinteses. Na Figura 3.4.2 é
apresentada o0 comportamento do crescimento da absorbancia em UV-Vis da bicamada
(GPDDA/GPSS) em diferentes tempos de adsor¢do do GPDDA. O monitoramento do
crescimento das bicamadas foi realizado em 270 nm por ser o comprimento de onda da
principal banda de absorcdo do GPDDA, conforme observado para a dispersdo do GPDDA
(Figura 2.3.2).

Figura 3.4.2: Absor¢do em UV-Vis de cada bicamada UV-Vis de cada bicamada de (GPDDA/GPSS)
depositada em diferentes tempos de adsor¢do do GPDDA.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Nesta cinética o tempo utilizado na adsor¢do GPSS foi o obtido a partir da cinética
do GPSS (900 s) (Figura 3.4.1) e o tempo do GPDDA foi variado de 10 a 4440 s. Segundo o
ponto de inflexdo da curva, para 0 GPDDA o tempo estimado foi de aproximadamente 600 s,
entretanto, a curva também apresentou aumento da absorbéncia ap6s o ponto de inflex&o,

sendo assim, o tempo ideal de adsorc¢do adotado foi aumentado para 900 s.
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O tempo de adsorcéo ideal da Gox, do fungo Aspergillus niger (138800 unidades.g™,
Sigma Aldrich) foi analisado utilizando o GPDDA para o crescimento da bicamada. Para isso,
foi preparada uma solucéo de 1mg.mL™ de Gox em tamp&o fosfato de pH = 6,3. A Figura
3.4.3 apresenta 0 comportamento do crescimento da absorbancia em UV-Vis da Gox dada
pela absor¢do em UV-Vis de cada bicamada de (GPDDA/Gox) em diferentes tempos de
adsorcéo da Gox. O monitoramento do crescimento da bicamada foi realizado em 280 nm por

ser o comprimento de onda da principal banda de absor¢do da Gox (Figura 2.4.1).

Figura 3.4.3: Absor¢do em UV-Vis de cada bicamada UV-Vis de cada bicamada de (GPDDA/Gox)

depositada em diferentes tempos de adsor¢do do Gox.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Nesta cinética o tempo de adsorcdo do GPDDA foi o estimado na cinética do
GPDDA (900 s) (Figura 3.4.2) e o tempo de adsor¢do da Gox foi variado de 10 a 3540 s. O
ponto de inflexdo da curva ocorreu em torno de 400 s, mas semelhante ao GPSS e ao
GPDDA, a curva ap0s o ponto de inflexdo a absorbancia ndo permaneceu constante, sendo

assim, o tempo ideal de adsorc¢ao adotado para a Gox foi de 600 s.
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Caracterizacéo do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoX),

O desempenho de um biossensor eletroquimico esta diretamente relacionado com a
capacidade da enzima em reconhecer o analito e catalisar as reagdes redox, de modo que essas
reacOes sejam mensuraveis analiticamente. Para isso, confirmar a imobilizacdo da enzima nos
filmes com sua estrutura conformacional preservada € de extrema relevancia, para garantir
que sua atividade catalitica seja desempenhada no biossensoriamento.

Primeiramente, foi avaliado o comportamento do crescimento do filme LbL contendo
GPDDA, GPSS e Gox. Para esta andlise, foram utilizados os tempos determinados no estudo
cinético de crescimento das bicamadas mencionadas anteriormente. Como o desempenho de
um biossensor enzimatico esta associado a eficiéncia na imobilizacdo da biomolécula, o
comportamento do crescimento do filme LbL foi monitorado pela absorbancia das bicamadas
em UV-Vis no A da principal banda da Gox (280 nm). Na Figura 3.4.4 esta apresentada 0s
espectros  de UV-vis das
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox)19. No grafico inserido é apresentado o crescimento da

absorbancia das bicamadas no A da principal banda da Gox (280 nm).

absorbancia bicamadas formando a arquitetura

Figura 3.4.4: Espectros UV-Vis das bicamadas do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Go0X) 4. Inserido:

crescimento da absorc¢éo das bicamadas no A da principal banda da Gox (280 nm).
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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A primeira bicamada representada em vermelho no espectro de absorbancia do filme
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox)1 apresenta absor¢do em 230 nm atribuida a absor¢ao n—m*
das ligacbes C=C do anel benzénico presente na estrutura do PSS (JIANG; BABA,
ADVINCULA, 2007) presente no GPSS. Esta bicamada foi incluida na formacdo do filme
apos medidas eletroguimicas exploratorias confirmarem a melhora na detec¢do do analito,
tanto no aumento de corrente, quanto na reprodutibilidade do biossensor. As demais
bicamadas sdo formadas por (GPDDA/Gox) representadas pelos espectros de absorbancia
(linha azul), os quais apresentaram absor¢do em 280 nm atribuida as transicGes eletrdnicas
dos orbitais m—n* das ligagdes C=C dos aminoacidos ciclicos evidenciando a Gox na
estrutura do filme (MANSUR; MANSUR; GONZALEZ, 2011). Como a imobiliza¢do da
enzima € muito relevante para o biossensoriamento, o crescimento do filme foi analisado
monitorando da absorbancia em 280 nm e apresentou um comportamento linear da
absorbancia em funcdo das bicamadas, indicando que praticamente a mesma quantidade de
material é depositada em cada bicamada. Entretanto, mesmo com as 10 bicamadas, a
guantidade de material depositado no filme ndo foi suficiente para observar as outras bandas
caracteristicas da Gox (bandas menos intensas em 380 e 454 nm) observadas no espectro da
solucéo (Figura 2.4.1).

A imobilizacdo da Gox na estrutura dos filmes também foi avaliada pelos espectros
FTIR dos filmes (GPDDA/Gox)1p € (GPDDA/GPSS)s/(GPDDA/Gox)s. Na Figura 3.4.5 séo
apresentados os espectros de FTIR dos filmes depositados por LbL com arquiteturas
(GPDDAJ/GO0X)10, (GPDDA/GPSS)s/(GPDDA/GoxX)s, (GPDDA/GPSS)10 € de um filme cast
da Gox depositados em substratos de silicio puro. Ressaltamos que as arquiteturas utilizadas
para esta analise foram escolhidas para intensificacdo do sinal FTIR e diferem das arquiteturas
utilizadas para a fabricacdo dos biossensores.

Para a enzima, a presenca da banda em 3287 cm™ é atribuida ao estiramento das
ligagdes N—H referente 4 amida A e a banda em 3100 cm™ é referente & amida B presentes na
estrutura da Gox. Entretanto, a principal evidéncia da imobilizacdo da Gox nos filmes
(GPDDA/Gox)10 e (GPDDA/GPSS)s/(GPDDA/Gox)s foi verificada pela banda em 1660 cm™
atribuida ao estiramento das ligagfes C=0 das ligacbes peptidicas na estrutura da proteina da
amida | e a banda em 1522 cm™ atribuida ao estiramento da ligagio C-N e também a
deformacéo no plano das ligagdes N—H dos grupos peptideos (LIANG; ZHUOBIN, 2003).
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Figura 3.45: Espectros de FTIR dos filmes LbL com arquiteturas (GPDDA/GOX)1y,
(GPDDA/GPSS)5/(GPDDA/Gox)s, (GPDDA/GPSS);; e de um filme cast da Gox depositados em

substratos de silicio puro.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A conservacdo da conformacdo da estrutura da Gox nos filmes LbL foi avaliada por
CD. Para isso, foi obtido um espectro CD da Gox livre em solucdo tampédo para comparacao.
Os espectros CD obtidos da Gox livre em solucdo tampdo e imobilizada no filme LbL de
arquitetura (GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox)1p estdo apresentados na Figura 3.4.6.
Ressaltamos que foram usadas para esta caracterizagdo dez bicamadas de (GPDDA/Gox) para
intensificar o sinal CD, esta arquitetura ndo corresponde as arquiteturas utilizadas para a

fabricacdo dos biossensores.
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Figura 3.4.6: Espectro CD da Gox livre em solucéo tampéo pH = 6,3 (curva em preto) e do filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)14 (curva em vermelho). Inserido: espectro CD amplificado do filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/G0X) 0.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

O espectro da Gox livre em solucdo tampao revelou dois minimos, em 208 e 218 nm
e um maximo em 193 nm, sendo estes valores muito préximos do espectro da Gox nativa, 0
qual apresenta dois minimos, em 222 e 208 nm e um maximo em 193 nm, caracteristica da
estrutura a-hélice predominante (TELLECHEA et al., 2012). Ja a Gox imobilizada no filme
apresentou no espectro duas bandas negativas em 220 e 210 nm e uma positiva em 193 nm,
evidenciando que a estrutura predominantemente o-hélice da enzima foi preservada na
imobilizacdo nos filmes. Em um estudo realizado anteriormente pelo grupo a Gox precisou
ser incorporada em lipossomo para preservar sua estrutura conformacional (GRACA et al.,
2014). Neste trabalho, o espectro CD do filme LbL comprovou que as nanofolhas de grafeno
sintetizadas foram excelentes para a imobilizagdo da Gox por LbL, com grande potencial para
aplicacdo em outras biomoléculas.

A espessura de cada camada depositada por LbL para formar a arquitetura
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), foi medida por SPR. Esta arquitetura foi escolhida por ser a
arquitetura do biossensor com filme LbL com melhor desempenho (este resultado sera

discutido na Secdo Analises eletroquimicas para 0 filme LbL
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(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), — Voltametria Ciclica e Amperometria). A Figura 3.4.7
apresenta os espectros SPR para o sensor de ouro a cada camada depositada do filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOXx), excitada pelo laser com (a) comprimento de onda (A) = 670
nm ¢ (b) A =785 nm, 0 meio escolhido para as medidas foi o ar.

Figura 3.4.7: Espectros SPR para o sensor de ouro a cada camada depositada do filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX), excitada pelo laser com (a) comprimento de onda (L) =670 nme (b) A =
785 nm, ambas medidas realizadas no ar.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Basicamente, a técnica SPR estd baseada na reflexdo total de uma luz polarizada. A
luz polarizada € incidida em um meio denso e alcanga uma interface entre este meio denso e
um meio de baixa densidade Otica (por exemplo, o ar), com isso, a luz reflete de volta para o
meio denso, para finalmente ser detectada. Entretanto quando uma fina camada de um metal é
adicionado a interface, em um angulo especifico da luz incidente, uma componente desta luz
(onda ou campo evanescente) causa excitacdes eletromagnéticas na forma de propagacdo dos
elétrons livres do metal (plasmons) na interface entre o metal e um meio dielétrico. Este efeito
é detectado quando a intensidade da luz refletida é diminuida (REBECCA J. GREEN et al.,
2000). O angulo de reflexdo é deslocado quando a superficie do metal € modificada. A Figura
3.4.8 apresenta um esquema ilustrativo de um instrumento tipico de SPR.

Na medida realizada, o meio denso é formado pelo prisma de quartzo, um
elastdmero, substrato formado por uma fina camada de ouro sobre vidro (ambos com
espessura controlada) e o filme depositado sobre o ouro. O ar foi utilizado como meio de
baixa densidade.



Figura 3.4.8: Representacéo esquematica de um instrumento tipico de SPR.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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A espessura das camadas foi analisada pelo deslocamento do angulo de reflexdo (0)

da luz quando a intensidade é minima. O substrato de ouro (sem filme adsorvido) apresentou
um angulo minimo de reflexdo 6 = 43,029° (A = 670 nm) e 42,645° (A = 785 nm). A Tabela

3.4.1 apresenta os angulos minimos para cada camada depositada e sua respectiva espessura.

A espessura total do filme foi de 19,80 £ 0,28 nm, estimada utilizando o software Winspall

3.02. A espessura da primeira camada de Gox foi de aproximadamente 5 nm, consistente com

a dimenséo nativa da enzima (6,0 x 5,2 x 7,7 nm) (YOON; KIM, 2000).

Tabela 3.4.1: Angulos de reflexdo do espectro SPR a cada camada depositada e espessura de cada camada

do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX),.

Camada Angulo de reflexio 0 (°) Espessura média calculada (nm)
A =670 nm A =785 nm

Ouro 43,029 42,645 -

GPDDA 43.300 42.800 0,9

GPSS 43,377 42,828 0,8

GPDDA 44,074 43,340 2,1

Gox 44,737 43,786 50

GPDDA 45,008 43,923 1,0

Gox 52,272 48,100 10,0

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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Analises eletroquimicas para o filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoX); —

Voltametria Ciclica e Amperometria

A bicamada (GPDDA/GPSS) foi incluida na formacdo destes filmes ap6s medidas
eletroquimicas exploratérias confirmarem a melhora na deteccao do analito, tanto no aumento
de corrente, quanto na reprodutibilidade do biossensor. O aumento na corrente pode ser
atribuido ao aumento da condutividade eletronica quando o GPSS ¢ adicionado a estrutura do
filme, isto foi confirmado em medidas de resisténcia elétrica utilizando multimetro, na qual
foi possivel observar que o filme contendo GPSS apresenta maior condutividade.

Primeiramente, o  biossensor  desenvolvido com o  filme  LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox); foi avaliado na deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica.
A Figura 3.4.9 apresenta os voltamogramas do filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox); em
tampé&o fosfato (curvas em preto) e com sucessivas adi¢es de glicose (curvas em marrom).
Cada adig&o corresponde a um aumento de aproximadamente 0,3 mmol.L™* na concentracio
de glicose. No grafico inserido é apresentada a curva de calibracdo referente as adicbes de

glicose.

Figura 3.4.9: Voltamogramas do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox); depositado sobre ITO em
tampéo (curva em preto) e sucessivas adi¢cOes de glicose. Cada adicdo corresponde a um aumento de
aproximadamente 0,3 mmol.L™ na concentragéo de glicose (curvas em marrom). Gréfico inserido: curva

de calibracdo com faixa linear entre 0,3 e 1,1 mmol.L" e E =-0,38 VV vs. ECS.
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A varredura do potencial foi iniciada em um potencial negativo (-1,0 V vs. ECS) até
o potencial maximo (1,0 V vs. ECS) (varredura reversa). Os voltamogramas do biossensor
desenvolvidos com o filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox);1 ndo apresentaram picos redox
associados com a reacao eletroquimica da oxidacdo da glicose catalisada pela Gox. Sendo
assim, o desempenho do biossensor com a arquitetura (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox); foi
analisado considerando o pico de oxidacdo em -0,38V vs. ECS, por ser 0 pico encontrado para
as demais arquiteturas dos filmes LbL discutidas a seguir (na arquitetura
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox),). O biossensor desenvolvido apresentou uma boa
linearidade na faixa de trabalho entre 0,3 e 1,1 mmol.L™, limite de deteccdo de 0,1 mmol.L™
(3R/S) e sensibilidade de 1,1 pA.cm™.mmol™.L. Entretanto, este biossensor apresentou um
baixa reprodutibilidade evidenciada pelo elevado desvio padréo das triplicatas.

Quando analisado por Amperometria, 0 biossensor ndo apresentou resposta de
variacdo de corrente reprodutivel e estavel com as adi¢bes de glicose (resultados ndo
apresentados). Desta forma, a arquitetura (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox); foi classificada

como um biossensor de baixo desempenho.

Analises eletroquimicas para o filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoX), —

Voltametria Ciclica e Amperometria

O desempenho do biossensor desenvolvido com o filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), foi avaliado na detec¢do de glicose por Voltametria Ciclica.
A Figura 3.4.10 apresenta os voltamogramas do filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), em
tampéo fosfato (curva em preto) e com sucessivas adi¢cdes de glicose (curvas em azul). Cada
adicdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,3 mmol.L™ na concentragdo de
glicose. No gréfico inserido é apresentada a curva de calibracdo referente as adigcdes de
glicose.

A varredura do potencial foi iniciada em um potencial negativo (-1,0 V vs. ECS) até
o potencial maximo (1,0 V vs. ECS) (varredura reversa), gerando um pico discreto de corrente
anodica em -0,38 V vs. ECS atribuido a conversdo de FADH, a FAD, enquanto que na
varredura direta (de 1,0 a -1,0 V vs. ECS) gerou um pico de corrente catddica em -0,45 V vs.
ECS atribuido a conversdo do FAD a FADH,. Resultados semelhantes foram reportados na
literatura para os potenciais de oxidacéao e reducdo (HWA; SUBRAMANI, 2014) (BAI et al.,

2014), visto que o pico de potencial redox da enzima é dependente do pH da solugédo
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(LIANG; ZHUOBIN, 2003)(UNNIKRISHNAN; PALANISAMY; CHEN, 2013b). Esta
arquitetura apresentou limite de deteccdo 46 pmol.L™ e sensibilidade de 7,6 pA.cm™.mmol
' L, com faixa linear de trabalho entre 0,2 e 2,9 mmol.L™* (R? = 0,996). O melhor desempenho
desta unidade sensorial, quando comparada com a anterior, sugere que o desempenho do
biossensor esta relacionado com a quantidade de enzima imobilizada, como evidenciado nos

resultados de crescimento do filme monitorado por UV-Vis (Figura 3.4.4).

Figura 3.4.10: Voltamogramas do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), depositado sobre ITO em
tampéo (curva em preto) e sucessivas adi¢Ges de glicose (curvas em azul). Cada adic¢ao corresponde a um
aumento de aproximadamente 0,3 mmol.L™ na concentracdo de glicose. Gréfico inserido: curva de
calibracéo com faixa linear entre 0,2 e 2,9 mmol.L™* e E =-0,38 V vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Devido a maior estabilidade desta configuracdo do biossensor foi obter a area ativa
do eletrodo a partir da equacdo de Randles-Sevcik (10) para as diferentes velocidades de
varredura:

l,= 2,69.10°.A.C.DY2.n*2 v} (10)

Na qual, Ip é corrente de pico (A), A é a area do eletrodo (cm?), C é a concentracéo
da solugdo de Fe(CN)s* (mol.cm™), D é o coeficiente de difusdo da solugdo de Fe(CN)s*/
Fe(CN)s* (cm®.s™), n é nimero de elétrons envolvidos e v é a velocidade de varredura (V.sY).

A Figura 3.4.11 apresenta os voltamogramas em diferentes velocidades de varredura para o
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filme (GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox),. No grafico inserido é apresentado o comportamento
da corrente de pico anodico em funcdo da raiz da velocidade de varredura.

O comportamento apresentado pela corrente de pico em fungéo da raiz quadrada da
velocidade de varredura foi linear (R? = 0,998), desta forma, a equacdo de Randles—Sevcik foi
utilizada para o célculo da area ativa do eletrodo utilizando a inclinacdo da reta como
la/VYA(A V2512, A concentragdo de Fe(CN)s>/ Fe(CN)s" utilizada foi de 5x10°° mol.cm™, o
coeficiente de difusdo foi de 6,2x10° cm?.s™ e o nimero de elétrons foi 1, com isso, a area
ativa calculada para este eletrodo foi de 0,340 cm? e o ITO puro (sem filme) apresentou a area
ativa de 0,124 cm® O filme depositado aumentou a 4&rea ativa do eletrodo em
aproximadamente 2,7 vezes. Weng e colaboradoras (WENG et al., 2013) e Yu e
colaboradores, reportaram resultados semelhantes, um aumento da &rea ativa de 1,4 vezes
para o eletrodo com um filme LbL de nanofolhas de grafeno depositado. Desta forma, este
resultado comprova que eletrodo modificado com o filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), é

muito promissor para 0 aumento do desempenho no biossensoriamento.

Figura 3.4.11: Voltamogramas do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), em diferentes velocidades de
varredura (0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,125, 0,150, 0,175, 0,200, 0,225, 0,250, 0,275 e 0,300 V.s™) em
tampéo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3 contendo Fe(CN)s*/ Fe(CN)s* 10 mmol.L™, solugéo (1:1). Inserido:

corrente de pico anddico em fun¢ao da raiz da velocidade de varredura.
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O  desempenho do  biossensor  fabricado com o  filme LbL
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox), também foi avaliado por Amperometria. Usualmente, o
potencial utilizado para um biossensor na Amperometria € o potencial de pico anddico ou
catddico encontrado por Voltametria Ciclica para a enzima. Entretanto, 0 uso de potenciais
elevados implica em uma menor seletividade do biossensor. Como 0s nanomateriais permitem
a reducdo do potencial de trabalho (CASH; CLARK, 2010), foram testados potenciais
menores (resultados ndo apresentados). O menor potencial no qual houve uma resposta
estavel e  reprodutivel na  deteccdo de glicose para o filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox); foi -0,3 V vs. ECS. A Figura 3.4.12 apresenta a resposta
amperométrica do filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), em potencial de -0,3 V vs. ECS
com sucessivas adicOes de glicose. Cada adicdo corresponde a um aumento de
aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. No gréfico inserido é

apresentado a curva analitica das adicGes de glicose.

Figura 3.4.12: Resposta amperométrica do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), depositado sobre
ITO, medida realizada em -0,3 V vs. ECS com sucessivas adi¢des glicose. Cada adi¢éo corresponde a um
aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragéo de glicose. Gréfico inserido: curva analitica

com faixa linear entre 0,1 e 1,0 mmol.L™.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Aplés a estabilizacdo da corrente medida no eletrodo com o filme
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), depositado foram adicionadas as aliquotas de glicose. Cada
adicdo de glicose gerou um aumento rapido da corrente anddica proveniente do processo de
oxidacgéo da glicose e na direta conversédo de FADH, a FAD, como evidéncia de transferéncia
direta de elétrons (LUCKARIFTHEATHER; ATANASSOV; JOHNSON, 2014). O aumento
da corrente anddica foi linear com a concentracéo de glicose entre 0,1 e 1,0 mmol.L™ (R*=
0,999). Este biossensor apresentou limite de deteccdo de 13,4 pmol.L™? (S/IR = 3) e
sensibilidade de 2,47 pA.cm™.mmol™.L. O desempenho deste biossensor foi comparado com
0 desempenho dos biossensores com filme LbL utilizando grafeno e Gox reportados na
literatura. A Tabela 3.4.2 apresenta os valores encontrados na literatura de limite de deteccédo

e sensibilidade para eletrodos com filmes LbL de nanofolhas de grafeno e Gox.

Tabela 3.4.2: Comparacao do desempenho analitico do biossensor ITO/(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox),

com outros similares da literatura.

Eletrodos Modificados Potencial Limite de Sensibilidade

deteccéo (nA.cmmmol™.L)
(umol.L™

AuQC/chit+(NG+Gox)/PSS—/chit+(NG+Go  -0,2 V vs. Ag/AgCI 64 10,5

X) (BARSAN et al., 2014)

GCE-ATP-GNs-AuNPs-Gox (SHERVEDANI; -- 93e4,1 47,6

AMINI, 2014)

GCE/(PEI/PAA- +0,9 V vs. Ag/AgCI 168 0,261

graphene)3(PEI/Gox)5(PEI/GA), (ZENG et

al., 2010)

GCE/{ILRGO/S-RGO}5/Gox/Nafion (Gu et -0,2 V vs. Ag/AgCI 3,3 0,0000718

al., 2012)

ITO/GPDDA/GPSS/(GPDDA/Gox), (este -0,3 V vs. SCE 13,4 2.47

trabalho)

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

De acordo com os valores reportados na Tabela 3.4.2, o desempenho para 0
biossensor desenvolvido com o filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), é superior ou muito
proximo aos apresentados na literatura. Deste modo, demonstramos que o biossensor
fabricado com o filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), depositado sobre ITO é competitivo
com 0s outros reportados recentemente na literatura, com a vantagem de utilizar um eletrodo

relativamente mais barato e possivel de ser aplicavel para substratos flexiveis e descartaveis.
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O desempenho do biossensor ¢é fortemente influenciado pelo mecanismo de detecgéo

do analito. Para a glicose, as reac6es envolvidas sdo (ja apresentadas no Capitulo 1):

Gox(FAD) + B-D-glicose — Gox(FADH,) + D-glucono-s-lactona @)
Gox(FADH,) + 0, — Gox(FAD) + H,0, (8)
FAD +2H"+2e < FADH, (6)

Os biossensores de glicose de primeira e segunda geracdo realiza a deteccdo da
glicose através da deteccédo de O, ou H,O,. Ja os biossensores de terceira geracdo detectam a
oxidacdo FADH, a FAD, a qual gera dois elétrons conduzidos diretamente para o eletrodo,
este processo € denominado transferéncia direta de elétrons (DET). Este processo foi
verificado para o filme LbL GPDDA/GPSS/(GPDDA/GOXx), por Voltametria Ciclica em
tampdo na auséncia de oxigénio, pela presenca dos picos anddicos e catddicos referente a
oxidacdo e reducdo da enzima. Na Figura 3.4.13 estdo apresentados os voltamogramas dos
filmes LbL (GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/GOX), (GPDDA/GPSS/GPDDA),
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/GOx)1o medidos em tampéo fosfato pH = 6,3 com saturacdo de
N,.

Figura 3.4.13: Voltamogramas dos filmes LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX),,
(GPDDA/GPSS/GPDDA), (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX),,.  Grafico inserido: ampliagdo do
voltamograma do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX),. Todas as medidas foram realizadas em

tampéo fosfato pH = 6,3 com saturacdo de N.,.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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O voltamograma do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX), apresentou 0s
picos de oxidacdo e reducdo da enzima, entretanto pouco intenso, atribuido a espessura (19,8
nm, medido por SPR) e portanto & quantidade de Gox neste filme. Sendo assim, foi
aumentado o nimero de bicamadas contendo a Gox (GPDDA/Gox) para 10, formando o filme
LbL (GDDAJ/GPSS)/(GPDDA/GOX)o. Este filme apresentou claramente os dois picos
caracteristicos de DET, um pico catddico em -0,45 V vs. ECS atribuido a converséo do FAD a
FADH,; e um pico anodico em -0,38 V vs. ECS referente a conversdo FADH; a FAD (BAI et
al., 2014; HWA; SUBRAMANI, 2014). Os picos bem definidos nestes valores de potenciais
sdo caracteristica de DET e classifica o biossensor como de terceira geragdo (GORTON et al.,
1999). O tipo de interacdo das nanofolhas de grafeno com o surfactante utilizado para
funcionalizacdo das nanofolhas sdo determinantes para a DET. A funcionalizacdo ndo pode
gerar defeitos na estrutura do grafeno (PARVIZ et al., 2012). A funcionalizacdo do GPSS
ocorre pela intera¢do m-m entre o grafeno e o PSS (DU et al., 2012). Ja a funcionalizacdo no
GPDDA pode ocorrer tanto pela interacdo n-m entre o grafeno (YANG; ROCHETTE;
SACHER, 2005), mas também pela interacdo eletrostatica com residual -COO™ nas nanofolhas
de grafeno (ROUSE; LILLEHEI, 2003).

O filme LbL (GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/GOXx), também foi analisado na presenca
dos interferentes comumente encontrados em fluidos corporeos, em alimentos e farmacos,
como 0 AU, AA, L, Se F. A Figura 3.4.14 apresenta a resposta amperiométrica do filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOXx), para os interferentes adicionados em tampdo fosfato pH =
6,3.

Figura 3.4.14: Resposta amperométrica do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), medida realizada
em -0,3 V vs. ECS com adicOes de 100 pL de glicose (G), acido urico (AU), &cido ascébico (AA), lactose
(L), sacarose (S) e frutose (F) 20 mmol.L™* em tamp&o fosfato (pH 6.3).
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Primeiramente, foi adicionado 100 pL de glicose 20 mmol.L™ gerando um aumento
na corrente (corrente anddica) tipica da deteccdo da glicose por este biossensor, em seguida,
foram adicionados 100 pL de tampé&o fosfato, AU, AA, L, S e F, todos gerando uma pequena
diminuicdo na corrente (corrente catodica). Por fim, foi adicionado novamente 100 pL de
glicose 20 mmol.L™, gerando um aumento na corrente. Sendo assim, foi confirmado que a
glicose pode ser detectada mesmo na presenca destes interferentes, sem efeito significante
destes na deteccgdo da glicose.

Para avaliar a eficiéncia deste biossensor na deteccdo de glicose em amostra reais, 0
filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX), foi avaliado na deteccdo de glicose em amostra
de leite sem lactose vendido comercialmente e uma solucdo hidroeletrolitica (Pedyalite®)
utilizada para prevencdo da desidratacdo em casos de diarreia e vomitos. A Figura 3.4.15
apresenta a resposta amperométrica do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX), apds
sucessivas adi¢cdes de 100 pL de (a) solucdo hidroeletrolitica comercial (diluida dez vezes) e

(b) leite sem lactose (diluido 10 vezes), medida realizada em tampao fosfato pH = 6,3.

Figura 3.4.15: Resposta amperométrica do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX), ap6s sucessivas
adigdes de 100 pL de (a) solugdo hidroeletrolitica comercial (diluida dez vezes) e (b) leite sem lactose
(diluido 10 vezes), medida realizada em tampao fosfato pH = 6,3, em -0,3 V vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

As adicbes do leite sem lactose e da solugdo hidroeletrolitica comercial geraram
corrente anodica evidenciando a presenca de glicose. Ressaltamos que as medidas foram
realizadas com as amostras sem tratamento prévio, como requerido em outros métodos de
quantificacdo de glicose (MELLO; KUBOTA, 2002). A quantificacdo da glicose foi feita pela
média dos valores de correntes obtidos nas cinco primeiras adigdes das amostras. Para a

solugdo comercial hidroeletrolitica, houve um rapido aumento da corrente devido ao rapido
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processo de oxidagdo da glicose. J& para o leite sem lactose, houve um lento aumento de
corrente, principalmente nas primeiras adi¢6es, provavelmente relacionado com a dificuldade
de diluicdo rapida do leite no tampdo, devido ao leite ser uma suspensdo de particulas
coloidais hidratadas, micelas de caseina e gordura (ALEXANDER et al., 2002), mesmo assim
foi possivel determinar a quantidade de glicose. Para a solucdo hidroeletrolitica comercial o
biossensor apresentou uma recuperacdo de 100,8 % e para o leite sem lactose apresentou uma
recuperacdo de 88,8 %. Desta forma, o biossensor formado pelo filme LbL
GPDDA/GPSS/(GPDDA/GOXx), se apresentou eficiente na deteccdo de glicose presente em
amostra real. A Tabela 3.4.3 apresenta o desempenho do biossensor, com os valores de

glicose indicados na embalagem dos produtos.

Tabela 3.4.3: Quantidade de glicose nas amostras reais especificada pelo fabricante e 0 desempenho do
filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), na anélise de amostras reais.

Especificado pelo Encontrado pelo Recuperacéo do
fabricante (g.L™) biossensor (g.L™) biossensor (%)
Solucéo
hidroeletrolitica 25 252+0,8 100,8
comercial
Leite sem lactose 25 222 +34 88,8

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

Andlises eletroquimicas para o filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GOX)s —

Voltametria Ciclica e Amperometria

Por fim, o desempenho do biossensor desenvolvido com o filme
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox)s foi avaliado na deteccao de glicose por Voltametria Ciclica.
A Figura 3.4.16 apresenta os voltamogramas do filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)s em
tampéo fosfato (curva em preto) e com sucessivas adi¢des de glicose (curvas em verde). Cada
adicdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,3 mmol.L™ na concentragdo de
glicose. No grafico inserido é apresentada a curva de calibragdo referente as adigcdes de

glicose.
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Figura 3.4.16: Voltamogramas do filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)s depositado sobre ITO em
tampé&o (curva em preto) e sucessivas adi¢des de 100 pL glicose 20 mmol.L™ em tampé&o fosfato (pH 6,3)
(curvas em verde). Grafico inserido: curva de calibracdo com faixa linear entre 0,3 e 2,4 mmol.L™, E = -
0,30 V vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

O biossensor com o filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)s foi analisado com 0s
mesmos parametros dos biossensores com os filmes com 1 e 2 bicamadas de (GPDDA/Gox) e
apresentou comportamento semelhante. Um pico de corrente anddica em -0,38 V vs. ECS
atribuido a conversdo de FADH, a FAD e um pico de corrente catddica em -0,45 V vs. ECS
atribuido a conversdo do FAD a FADH,. O biossensor desenvolvido apresentou uma boa
linearidade na faixa linear de trabalho entre 0,3 e 2,4 mmol.L™, limite de deteccéo de 0,92
mmol.L™? e sensibilidade de 3,5 pA.cm™.mmol™.L foram encontrados. Quando comparado
com o filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox),, seu desempenho foi inferior. Isto sugere que o
aumento do numero de bicamadas (GPDDA/Gox) pode dificultar o processo difusivo das
espécies eletroativas e também pode impedir a reacdo do analito com a biomolécula das
bicamadas mais internas, afetando o desempenho do biossensor.

O desempenho deste filme como biossensor amperiométrico também foi analisado.
A Figura 3.4.17 apresenta a resposta amperométrica do filme
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)s em potencial de -0,3 V vs. ECS com sucessivas adi¢Ges de
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glicose. Cada adigdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na
concentracdo de glicose. No grafico inserido € apresentada a curva analitica das adi¢Ges de

glicose.

Figura 3.4.17: Resposta amperométrica do filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)s depositado sobre ITO,
medida realizada em -0,3 V vs ECS com sucessivas adi¢ées de 100 uL glicose 10 mmol.L™ em tampéo

fosfato (pH 6.3). Grafico inserido: curva analitica com faixa linear entre 0,3 e 0,8 mmol.L™
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A corrente estabilizou em aproximadamente 1400 s, a cada adicdo de glicose,
semelhante ao filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), ocorreu um aumento rdpido da
corrente anodica proveniente do processo de oxidacdo da glicose e na direta conversdo de
FADH,. O aumento da corrente anddica € linear com a concentracéo de glicose entre 0,3 ¢ 0,8
mmol.L™! (R*= 0,991), com limite de deteccéo de 0,110 mmol.L™ (S/R = 3) e sensibilidade de
1,84 uA.cm'z.mmOI'l.L. O desempenho deste biossensor quando comparado com o do filme
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), foi inferior, isto sugere novamente que o aumento do
numero de bicamadas (GPDDA/Gox) pode dificultar no processo difusivo das espécies
eletroativas, além disso, pode impedir a reacdo do analito com a biomolécula das bicamadas

mais internas, afetando o desempenho do biossensor (BARSAN et al., 2014).
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3.5 Concluséo Parcial dos Filmes LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox)n

O GPDDA e do GPSS depositados por LbL possibilitou imobilizar a Gox também
por LbL, mantendo a estrutura conformacional e preservando a atividade biocatalitica da
enzima, comprovada pelo espectro CD do filme (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Go0xX)19. O melhor
desempenho foi exibido pelo biossensor com a arquitetura (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoX)s.
Por Amperometria, o limite de detecgo foi de 13,4 umol.L™, mostrando-se uma técnica mais
sensivel. A partir  desses  resultados, o  biossensor com  filme  LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoXx), se apresentou competitivo com 0s biossensores reportados
na literatura. Este biossensor foi eficiente na deteccdo de glicose em meio contendo
interferentes comumente encontrados em fluidos corpdreos, em alimentos e farmacos e na
deteccdo de glicose em amostras reais, com recuperacdao de 100,8 % para a solucdo
hidroeletrolitica comercial e 88,8 % para o leite sem lactose. A Tabela 3.5.1 apresenta o limite

de deteccdo, sensibilidade e faixa analitica para os biossensores com filmes LbL.

Tabela 3.5.1: Limite de deteccéo, sensibilidade e faixa analitica dos biossensores amperométricos com
filmes LbL.

Amperometria

Arguitetura LbL Limite de Sensibilidade Faixa
deteccdo (pA.cm?mmol™.L) analitica
(umol.L™) (mmol.L™)

(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoX), 13,4 2,47 0,1-1,0

(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GoX)s 110 1,84 0,3-0,8

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.
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CAPITULO 4: Filmes LB (GPDDA/GPSS/Gox),

O Capitulo 4 consiste no desenvolvimento de biossensores de glicose a partir de filme
LB contendo os mesmos materiais utilizados para fabricar os biossensores formados por
filmes LbL (GPDDA, GPSS e Gox), com o objetivo de comparar dois métodos de fabricacdo
de filmes no desempenho dos biossensores. Este Capitulo esta estruturado inicialmente por
uma introducao com base na literatura sobre fabricacéo de filmes LB utilizando nanofolhas de
grafeno, seguida dos objetivos especificos, metodologia, resultados e discussdes e conclusdes

desta parte do trabalho.
4.1 Introducéo: revisao da literatura

O grafeno tem grande potencial para o desenvolvimento de dispositivos eletronicos e
fotoeletrénicos devido as suas propriedades singulares de conducéo eletrénica (AVOURIS,
2010; SUN; CHANG, 2014; QIU et al., 2017). No entanto, esta excelente propriedade esta
relacionada a uma folha simples de grafeno, livre de defeitos, normalmente obtido por CVD,
0 qual requer equipamentos com custos relativamente elevados (ZAHARIE-BUTUCEL et al.,
2017). Uma alternativa mais barata é a producao de nanofolhas de grafeno por rota quimica
(HUMMERS JR; OFFEMAN, 1958b), por este método primeiramente é fabricado o GO a
partir do grafite, um material de baixo custo, posteriormente 0 GO ¢é reduzido, dando origem
as nanofolhas de grafeno (KHAN et al., 2016). Contudo, estas nanofolhas possuem variacao
em tamanho, defeitos na estrutrura e grupos funcionais oxigenados residuais, provenientes do
método de obtencdo do GO (MARCANO et al., 2010), diminuindo as propriedades de
conducéo eletrénica. Além disso, quando estas nanofolhas sdo depositadas sobre substratos
podem enrugar e dobrar, dificultando a comunicacdo eletronica entre elas (YANG et al.,
2014).

Neste sentido, utilizar a técnica LB para fabricar filmes para recobrir eletrodos se
torna muito atraente. Esta técnica permite a fabricacdo de filmes ultrafinos altamente
ordenados, com espessura controlada pelo nimero de monocamadas depositadas (ACIKBAS
et al., 2017). Trabalhos na literatura reportam que o uso de GO depositados por LB no
desenvolvimento de sensores pode ser muito eficiente (WEN et al., 2014), por permitir
depositar filmes minimizando as sobreposicdo e enrugamento das nanofolhas. Kim e

colaboradores (KIM et al., 2013) relacionaram regides da isoterma de pressdo de superficie
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com imagens de microscopia eletronica de varredura. Observaram que quando ions de
tetrabutilamonio foi adicionado ao GO, ha uma pressdéo maxima (fim da fase liquido-
expandida) na qual os filmes devem ser depositados para evitar a sobreposicdo das
nanofolhas. Segundo Lépez-Diaz e colaboradores (LOPEZ-DIAZ et al., 2013), transferir para
0s substratos as monocamadas de GO na fase de ordenacéo liquido-expandida forma um filme
com nanofolhas interconectadas, sem sobreposicdo, viabilizando o uso em dispositivos
eletrénicos. Outro trabalho reporta a fabricacdo de filmes LB ordenados e transparentes de
GO com excelentes propriedades elétricas apds reducdo térmica, com potencial uso na
substituicdo do ITO (ZHENG; SHI; YANG, 2012).

Até o presente momento, ndo foi encontrado na literatura filmes de GO ou rGO

fabricados por LB para a fabricacdo de um biossensor.

4.2 Objetivos Especificos

v Desenvolver um biossensor fabricado a partir de filme LB contendo GPDDA,
GPSS e Gox, mesmos materiais utilizados na fabricacdo do biossensor com
filme LbL (apresentado no Capitulo 3) e comparar a influéncia do método de
deposicdo no desempenho dos biossensores fabricados por estas duas técnicas
de deposicdo de filmes.

v’ Caracterizacdo das monocamadas de Langmuir compostas por GPDDA, GPSS
e Gox (subfase).

v’ Fabricacdo e  caracterizacdo  espectroscépica do  filme LB
(GPDDA/GPSS/Gox).

v' Andlise do desempenho dos biossensores formados por filmes LB
(GPDDAJ/GPSS/Gox) em fungdo do numero de monocamadas na deteccdo de
glicose por Voltametria Ciclica e Amperometria.

v" Avaliar o desempenho do melhor biossensor fabricado com filme LbL na

deteccdo de glicose na presenca de interferentes e em amostras reais.



86

4.3 Materiais e Métodos

Preparacao da disperséo de GPDDA

O GPDDA foi obtido a partir do GO sintetizado quimicamente, reduzido e
funcionalizado com o polieletrélito PDDA, conforme descrito no Capitulo 2. Foi preparada
uma dispersdo metanélica de GPDDA 0,1 mg.mL™, em seguida, a mesma foi mantida em

banho ultrassonico por 2 h.

Preparacao da dispersédo de GPSS

O GPSS também foi obtido a partir do GO sintetizado quimicamente, reduzido e
funcionalizado com o polieletrélito PSS, conforme descrito no Capitulo 2. Para a dispersdo do
GPSS foi preparada primeiramente uma dispersao de GPSS 0,2 mg.mL™ em 4gua mantida em
banho ultrassénico por 1,5 h. Em seguida, nesta dispersao aquosa foi adicionado metanol para
formar uma mistura metanol:agua (5:1) e mantida em banho ultrassénico por 30 minutos. A
disperséo final foi mantida em repouso por 24 h e finalmente o sobrenadante foi retirado e
utilizado para a fabricacdo dos filmes LB. A Figura 4.3.1 apresenta o fluxograma do

procedimento de preparo da dispersdo do GPDDA.

Figura 4.3.1: Fluxograma do procedimento de preparo da dispersdo do GPDDA.

5 mL de
metanol
1,2 mg de
GPSS Ultrassom Ultrassom 24 h Sobrenadante
em 1 mL de por 2 h por 30 min
agua

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Preparacdo da solucéo de Gox

A solucdo da Gox 0,02 g.L™ foi preparada em tampéo fosfato 10 mmol.L™?, pH = 6,3.
E importante salientar que concentra¢es menores de Gox foram testadas, mas os
biossensores formados ndo apresentaram respostas amperometricas estaveis com a adi¢do de

glicose.
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Procedimento de limpeza dos substratos

Os substratos de ITO foram limpos cuidadosamente com cloroférmio e mantidos em
banho ultrassénico em &lcool isopropilico por 15 min. J& os substratos de silicio foram limpos

com cloroférmio e mantidos em banho ultrassénico também em cloroférmio por 30 min.

Procedimento para a formacgdo dos filmes de Langmuir e deposicdo dos filmes
LB

A cuba de Langmuir-Blodgett (KSV Nima 2000) utilizada possui area de compressao
entre as barreiras de 243 cm?. Foi utilizado em todos os procedimentos o sensor de Wilhelmy
acoplado & eletrobalanca e uma velocidade de compresséo das barreiras de 10,0 mm.min™.

Primeiramente a cuba foi limpa com detergente Extran 0,5%, enxaguada com &gua
ultrapura e finalmente limpa com etanol 96%. Em seguida, foram colocados 220 mL de agua
ultrapura e as barreiras foram comprimidas ao maximo, posteriormente, a dgua foi sugada
com bomba de vacuo e a cuba foi limpa novamente com etanol, sendo este procedimento
realizado duas vezes.

Para a formacdo da monocamada de GPDDA, foram colocados 220 mL de tampéo
fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3 como subfase e espalhados 2000 pL de GPDDA sobre a
superficie do tampdo. Apds 30 minutos para a evaporacdo do metanol contido no GPDDA as
barreiras foram comprimidas até a pressdo de superficie alcancar 20 mN.m™. A Figura 4.3.2
apresenta o fluxograma do procedimento de preparo da monocamada de GPDDA. Ja para a
formacdo das monocamada de (GPDDA/Gox), foram colocados na subfase 220 mL de
solucdo de Gox 0,02 g.L ™. Apés 1 h de estabilizacio, foram espalhados 2000 pL de GPDDA
e as barreiras foram comprimidas até alcancar 20 mN.m™ depois de 30 min, para a evaporacao
do metanol. A Figura 4.3.3 apresenta o fluxograma do procedimento de preparo da
monocamada de (GPDDA/Gox). Os procedimentos para a formacdo da monocamada de
GPSS e de (GPSS/Gox) foram semelhantes ao do GPDDA e do (GPDDA/Gox),
respectivamente, entretanto foram espalhados 1750 pL de GPSS para a formagdo da
monocamada. A Figura 4.3.4 apresenta o fluxograma do procedimento de preparo da
monocamada de GPSS e a Figura 4.3.5 apresenta o fluxograma do procedimento de preparo
da monocamada de (GPSS/Gox).
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Figura 4.3.2: Fluxograma do procedimento de preparo da monocamada de GPDDA.

220 mL de tampéo
fosfato 10 mmol.L?,
Cuba d pH =6,3
Larl:gr?wu?r- | | 30 Monocamada

Blodgett | min de GPDDA

2000 pL

de
GPDDA

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 4.3.3: Fluxograma do procedimento de preparo da monocamada de (GPDDA/Gox).

220 mL de
solucéo de Gox
0,02g.L  em
tampéo fosfato
10 mmol.L™*
pH =6,3
Cuba de Monocamada
Langmuir- | Lh 3
gmuir min de
Blodgett
2000 L (GPDDA/Gox)
de
GPDDA

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 4.3.4: Fluxograma do procedimento de preparo da monocamada de GPSS.

220 mL de tampéo
fosfato 10 mmol.L™?,

Cuba d pH = 6,3
uba de
Langmuir- | | 30 Monocamada
Blodgett | min de GPSS
1750 pL
de GPSS

Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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Figura 4.3.5: Fluxograma do procedimento de preparo da monocamada de (GPDDA/Gox).

220 mL de
solucéo de Gox
0,02 g.L" em
tampao fosfato
10 mmol.L™*
Cuba de pH=63 Monocamada
Langmuir- | I 1h H n‘:'?n de
Blodgett (GPSS/Gox)
1750 L
de GPSS

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A monocamada de (GPDDA/GPSS) foi obtida espalhando 2000 pL de GPDDA
sobre a superficie de 220 mL de tampao fosfato 10 mmol.L™?*, pH = 6,3, ap6s 30 min para
evaporacdo do metanol foram espalhados 1750 uL de GPSS. Depois de 30 min para a
evaporacdo do metanol, as barreiras foram comprimidas até a pressdo de superficie alcancar
20 mN.m™. A Figura 4.3.6 apresenta o fluxograma do procedimento de preparo das
monocamadas de (GPDDA/GPSS). Para a formacdo da monocamada (GPDDA/GPSS/Gox)
foi utilizado como subfase uma solugdo de Gox 0,02 g.L™ em tamp&o fosfato. Apés 1 h de
estabilizacdo foram espalhados sobre a superficie da solucdo de Gox 2000 pL de GPDDA.
Depois de 30 min para a evaporagdo do metanol contido no GPDDA, foram espalhados 1750
puL de GPSS sobre a superficie, também foi aguardado 30 min para a evaporacdo do metanol
contido no GPSS. As barreiras foram comprimidas até alcancar a pressao de superficie de 20
mN.m™. A Figura 4.3.7 apresenta o fluxograma do procedimento de preparo das
monocamadas de (GPDDA/GPSS/Gox).

Para a deposicdo do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) os substratos foram imersos a
uma velocidade de 10 mm.s™, emergidos na mesma velocidade, para os filmes com 3 e 5

monocamadas, foram aguardados 300 s antes da transferéncia da préxima monocamada.
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Figura 4.3.6: Fluxograma do procedimento de preparo das monocamadas de (GPDDA/GPSS).
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tampéo
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Figura 4.3.7: Fluxograma do procedimento de preparo das monocamadas de (GPDDA/GPSS/Gox).
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Caracterizacao dos filmes LB por espectroscopia FTIR e Raman

Os filmes LB analisados por espectroscopia FTIR e Raman foram depositados sobre
substrato de silicio puro. As medidas de espectroscopia FTIR e Ramam foram realizadas em
um mesmo filme. Sendo assim, a quantidade de monocamada adotada para as medidas dos
filmes LB por espectroscopia FTIR e Raman foi estipulada de acordo com a necessidade de
intensificacdo do sinal gerado na medida por espectroscopia FTIR. Para a arquitetura
(GPDDA/GPSS) foram necessarias 120 monocamadas e para a arquitetura
(GPDDA/GPSS/Gox) foram necessarias 10 monocamadas.
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Procedimento para as analises eletroquimicas — Voltametria Ciclica e

Amperometria

Os filmes foram depositados sobre ITO e usados como eletrodo de trabalho em uma
célula eletroguimica contendo trés eletrodos. Foi usado um eletrodo de platina como contra-
eletrodo e um eletrodo de calomelano saturado como eletrodo de referéncia.

A analise da area ativa e a analise do comportamento difusional dos filmes LbL por
Voltametria Ciclica foi realizada usando o sistema ferricianeto-ferrocianeto. Para isso foi
usada 8 mL de uma solucdo (1:1) de tampao fosfato 10 mmol.L™* e pH 6,3 contendo de
Fe(CN)s>/ Fe(CN)s* 10 mmol.L™. A velocidade de varredura foi variada entre 0,025 e 0,300
Vst

As medidas de deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica e Amperometria foram
realizadas em 8 mL de tampdo fosfato 10 mmol.L?, pH = 6,3, foram adicionadas
sequencialmente aliquotas de 100 pL de glicose 10 mmol.L™ preparada em tamp&o fosfato 10
mmol.L™, pH = 6,3.

A andlise da deteccdo de glicose em meio contendo interferente foi realizada em 8
mL de tampéo fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3. Foi adicionada primeiramente uma aliquota de
100 pL de glicose 10 mmol.L™* preparada em tampéo fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3. Em
sequida, foram adicionadas sequencialmente aliquotas de 100 pL de tampdo fosfato 10
mmol.L}, pH = 6,3, de 4cido rico (AU) 10 mmol.L™?, 4cido ascérbico (AA) 10 mmol.L?,
lactose (L) 10 mmol.L?, sacarose (S) 10 mmol.L™ e frutose (F) 10 mmol.L™ . Por fim, foi
adicionada 100 pL de glicose 10 mmol.L™ preparada em tampao fosfato 10 mmol.L™, pH =
6,3.

A anélise da deteccdo de glicose em amostra real foi realizada em 8 mL de tampéo
fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3. Foram adicionadas sequencialmente aliquotas de 100 pL uma

dispersdo 1:10 de leite sem lactose diluido em tamp&o fosfato 10 mmol.L™, pH = 6,3.
4.4 Resultados e Discussoes
Caracterizagéo das monocamadas de Langmuir
Primeiramente, para se fabricar um filme de LB é necessario verificar se os materiais

escolhidos formam monocamadas estaveis e organizadas sobre uma superficie liquida

(subfase), ou seja, se estes materiais formam um filme de Langmuir. De uma forma geral, a
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organizacdo destas monocamadas € monitorada por isotermas de pressdo da superficie (em
mN.m™) em funcéo da area molecular média (em A?). Para este tipo de isoterma, os materiais
estudados devem possuir estruturas conhecidas, e assim, permitir que a area molecular média
seja calculada em funcdo da sua massa molar. Como o GPDDA e o GPSS foram obtidos a
partir do GO sintetizado quimicamente, este tipo de sintese gera diferentes nanofolhas, tanto
em tamanho como em estrutura, nas quais podem variar a quantidade de defeitos, grupos
oxigenados e quantidades de nanofolhas isoladas (MARCANO et al., 2010). Desta forma, a
massa molar pode variar a cada nanofolha, dificultando a obtencdo da area molecular média.
Sendo assim, as isotermas apresentadas neste trabalho serdo construidas a partir da presséo de
superficie (em mN.m™) em funcdo da 4rea de compresséo das barreiras (em cm?), de acordo
com trabalhos com GO reportados na literatura (GAO et al., 2010; KULKARNI et al., 2010;
WANG; BAI; SHI, 2011; KIM et al., 2013; WEN et al., 2014; YANG et al., 2014).

As monocamadas de Langmuir para 0 GPDDA e para o GPSS foram obtidas
espalhando estes materiais dispersos em metanol sobre a interface ar/liquido. O
comportamento das monocamadas foi estudado primeiramente espalhando separadamente
estes materiais sobre tamp&o e sobre solucdo 0,02 g.L™ de Gox em tampdo fosfato. Em
sequida, 0 GPDDA e o GPSS foram espalhados sequencialmente sobre uma solucéo 0,02 g.L"
! de Gox para formar os filmes (GPDDA/GPSS/Gox)n utilizados para compor 0s
biossensores. A Figura 4.4.1 apresenta as isotermas (a) do GPDDA sobre tampédo fosfato e
sobre solugdo de Gox (GPDDA/Gox), (b) do GPSS sobre tampdo fosfato e sobre solucdo de
Gox (GPSS/Gox), (c) do GPDDA e do GPSS sobre a solugdo de Gox (GPDDA/GPSS/Gox) e
(d) curva de estabilidade da monocamada de (GPDDA/GPSS/Gox) em uma pressdo de
superficie de 20 mN.m™ em func&o do tempo.

As isotermas do GPDDA (Figura 4.4.1a) sobre tampéo fosfato 10 mmol.L™ e pH =
6,3 (curva em azul) e em solucdo de Gox 0,02 g. L foram obtidas espalhando 2000 pL de
GPDDA diluido em metanol (conforme descrito na Secdo 4.3 deste Capitulo). Na sua
isoterma em tampdo fosfato (subfase), a pressdo de superficie da monocamada de GPDDA
comecgou elevar rapidamente quando a é&rea de compressdo da barreira alcangou
aproximadamente 110 cm? indicando a aproximacdo das suas nanofolhas, e continuou a
aumentar acentuadamente até a area final de compressdo das barreiras. O GPDDA nao
apresentou as fases de organizacdo bem definidas de liquido-expandido e liquido-condensado.
Este tipo de comportamento na isoterma € caracteristico para materiais nao anfifilicos.
Quando o GPDDA foi espalhado sobre a solugdo de Gox em tampéo fosfato (subfase) (curva

em azul claro da Figura 4.4.1a), foi observado que a pressao de superficie elevou desde o
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inicio de compressdo da barreira, de uma forma menos acentuada quando comparada com o
GPDDA em tampao, sugerindo uma interacdo com a subfase. Sendo assim, foi realizada uma
isoterma apenas da solugdo de Gox para comparagao (curva em amarelo da Figura 4.4.1a), na
qual a solucdo de Gox muda a pressdo de superficie com o deslocamento das barreiras. Com
isso, pode ser observado claramente que a isoterma do filme de Langmuir (GPDDA/GoX)

(curva azul da Figura 4.4.1a) sofre influéncia da subfase.

Figura 4.4.1: Isotermas de pressdo de superficie em fungédo da area de compressdo das barreiras para as
monocamadas de (a) GPDDA sobre tampéo fosfato e sobre solu¢do de Gox (GPDDA/Gox), (b) do GPSS
sobre tampéo fosfato e sobre solucdo de Gox (GPSS/Gox) e (c) do GPDDA e do GPSS sobre a solugédo de
Gox (GPDDA/GPSS/Gox). (d) Estabilidade da monocamada de (GPDDA/GPSS/Gox) em uma pressao de
superficie de 20 mN.m™ em funcéo do tempo.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

As isotermas do GPSS (Figura 4.4.1b) foram obtidas espalhando 1750 puL de GPSS
diluido em agua:metanol (1:5) (conforme descrito na Secdo 4.3 deste Capitulo) sobre tampéao

fosfato 10 mmol.L™ e pH = 6,3 e sobre solucéo de Gox 0,02 g.L™* em tamp&o fosfato. O
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GPSS apresentou um comportamento na isoterma semelhante ao GPDDA. O GPSS espalhado
sobre tampdo fosfato (subfase) (curva em vermelho da Figura 4.4.1b) apresentou variacao
significativa na pressao de superficie quando a area de compressao das barreiras foi diminuida
para aproximadamente 60 cm?. Quando espalhado sobre a solucéo de Gox em tampéo fosfato
(subfase), apresentou variacdo na pressdo de superficie desde o inicio da compressdo das
barreiras, evidenciando que a isoterma do filme de Langmuir (GPSS/Gox) (curva marrom da
Figura 4.4.1b) também sofre influéncia da subfase.

A isoterma do (GPDDA/GPSS/Gox) (curva em rosa da Figura 4.4.1c) foi obtida
espalhando 2000 puL de GPDDA, seguidos de 1750 pL de GPSS sobre uma solugdo de Gox
0,02 g.L ™. Esta isoterma apresentou uma tendéncia de formacéo das fases de organizagio,
com a fase liquido-condensada iniciando em aproximadamente 20 mN.m™. Quando
comparada com as isotermas do (GPDDA/Gox) e do (GPSS/Gox), a isoterma do
(GPDDAJ/GPSS/Gox) apresenta uma menor pressdo de superficie quando as barreiras séo
comprimidas mais de 110 cm? sugerindo uma interagdo dos materiais com a subfase,
entretanto, essa diminuicdo também pode significar a formacdo de aglomerados ou perda de
material para a subfase. Desta forma, a pressdo de superficie escolhida para a deposi¢cdo das
monocamadas foi a encontrada para final da fase liquido-expandida, para evitar a
sobreposicao das nanofolhas (aglomerados) (LOPEZ-DIAZ et al., 2013).

A estabilidade do filme de Langmuir (GPDDA/GPSS/Gox) foi avaliada monitorando
a variagdo a da area de compressdo das barreiras com a pressdo de superficie de 20 mN.m™
por 6000 s. Ao final de 6000 s a area de compressdo das barreiras sofreu uma variacdo de 23
cm?, esta variacdo representa um valor de permanéncia da monocamada na interface
ar/liquido de 90,5 % e indica que os parametros utilizados sdo eficientes para formar

monocamadas estaveis.
Caracterizacdo por espectroscopia FTIR

O filme LB na arquitetura (GPDDA/GPSS/Gox) foi analisado por espectroscopia
FTIR para confirmar a presenca do GPDDA, GPSS e a imobilizagdo da Gox. O filme LB
(GPDDA/GPSS/Gox) foi depositado sobre substrato de silicio com 10 monocamadas a partir
de uma solucdo de Gox 0,02 g.L™ em tampéo presente na subfase e 2 uL de GPDDA + 1750
pL de GPSS espalhado na superficie. A pressdo de superficie utilizada para a deposi¢do deste
filme LB foi de 20 mN.m™, este valor foi obtido pela analise da isoterma da monocamada
(GPDDAJ/GPSS/Gox). Esta pressao de superficie para a deposicdo do filme LB promove uma
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maior aproximacdo das nanofolhas de grafeno. Para a confirmacdo da presenca dos materiais
no filme LB (GPDDA/GPSS/Gox), também foram analisados por FTIR um filme LB
contendo apenas GPDDAA e GPSS e um filme cast de Gox. A Figura 4.4.2 apresenta 0s
espectros FTIR obtidos dos filmes LB (GPDDA/GPSS/Gox) com 10 monocamadas,
(GPDDAJ/GPSS) com 120 monocamadas e de um filme cast da Gox. E importante ressaltar
que a quantidade de monocamadas depositadas para a analise de espectroscopia FTIR foi
escolhida para intensificacdo do sinal FTIR e diferem das utilizadas para fabricar os

biossensores.

Figura 4.4.2: Espectros FTIR dos filmes LB (GPDDA/GPSS/Gox) com 10 monocamadas, (GPDDA/GPSS)
com 120 monocamadas e de um filme cast da Gox.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

O espectro do filme LB (GPDDA/GPSS)15 revelou uma banda pouco intensa em
aproximadamente 3400 cm™ atribuida ao estiramento das ligacdes O-H associada & presenca
de 4gua residual. Na regido de 2900 cm™ revelou duas bandas pouco intensas atribuidas ao
estiramento das ligagbes C-H presentes na estrutura do GPDDA e do GPSS. O espectro

também revelou duas bandas intensas, em 1570 cm™ associada ao estiramento das ligacoes
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C=C e em 1205 cm™ atribuida ao estiramento das ligacdes N-C-O relacionada com a estrutura
do GPDDA.

A imobilizacdo da Gox no filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) foi observada claramente
pela presenca da banda em 3287 cm™ atribuida ao estiramento das ligagdes N—H presente na
amida A e a banda em 3100 cm™ é referente & amida B. Ambas as ligacdes estdo presentes na
estrutura da enzima (curva em verde da Figura 4.4.2). A principal evidéncia da imobilizacédo
da Gox no filme (GPDDA/GPSS/Gox)y, foi verificada pela banda em 1660 cm™ atribuida ao
estiramento das ligacbes C=0 das ligacGes peptidicas na estrutura da proteina da amida | e a
banda em 1522 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo C—N e também a deformacdo no
plano das ligagbes N—H dos grupos peptideos (LIANG; ZHUOBIN, 2003). Como a
intensidade das bandas do GPSS e do GPDDA € muito pequena quando comparado com as da
Gox, visto que para obter um espectro com as bandas do filme LB (GPDDA/GPSS) foram
necessarias 120 monocamadas, a presenca destes materiais no filme LB
(GPDDAJGPSS/Gox)1 foi apenas observada pela mudanga da intensidade e formato (banda
1205 cm™ atribuida ao estiramento N-C-O do GPDDA) da banda em aproximadamente em

1240 cm'l, referente a amida 111 da enzima.
Caracterizacao por espectroscopia Raman

A imobilizacdo da Gox no filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) também foi avaliada por
espectroscopia Raman. A Figura 4.4.3 apresenta 0s espectros Raman obtidos dos filmes (LB
GPDDA/GPSS/Gox)10, (GPDDA/GPSS)15 € de um filme cast do GO. E importante ressaltar
gue a quantidade de monocamadas depositadas para a analise de espectroscopia Raman foi
escolhida para intensificacdo do sinal e diferem das utilizadas para fabricar os biossensores.

Todos os materiais de carbono exibem a banda D em aproximadamente 1350 cm™
atribuida ao espalhamento de fénons em sitios de defeitos e impurezas. A banda G em 1590
cm™ esté relacionada com a vibragdo de fonons em carbono sp? (LUO et al., 2012; ANEESH
et al., 2014). Desta forma, 0 aumento da intensidade da banda D em rela¢do a banda G no GO,
quando comparado ao grafite, estd relacionado com o aumento de defeitos nas folhas apds o
processo de oxidacdo. Entretanto, 0 aumento da intensidade da banda D em relagdo a banda G
no rGO (como o GPDDA e o GPSS) esté relacionado com o aumento dos dominios sp?
atribuido ao processo de redugdo do GO, mas ndo deve ser atribuido a reparacdo de defeitos
na estrutura do GO provenientes do processo de oxidacao da sintese (PEl; CHENG, 2012).
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Figura 4.4.3: Espectros Raman dos filmes LB (GPDDA/GPSS/Gox) com 10 monocamadas,
(GPDDA/GPSS) com 120 monocamadas e de um filme cast de GO.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

O espectro Raman do filme cast da GO revelou a banda D em 1340 cm™ e a banda G
em 1592 cm™, ap6s a reducdo e funcionalizagdo do GO para produzir as estruturas do tipo
GPDDA e o GPSS o filme LB na arquitetura (GPDDA/GPSS)1, apresentou banda D em
1347 cm™ e a banda G em 1599 cm™ e o filme LB na arquitetura (GPDDA/GPSS/Gox)1o
apresentou banda D em 1345 cm™ e a banda G em 1592 cm™. O deslocamento da banda D e
G do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)1o em relacdo ao filme LB (GPDDA/GPSS)1y sugere a
interacdo da Gox com (GPDDA/GPSS) (LIU et al., 2010). O GO apresentou a propor¢ao da
banda D em relacdo a banda G (Ip/lg) igual a 1,02, enquanto o filme GPSS/GPDDA
apresentou Ip/lg igual a 1,11. Este aumento comprova a eficiéncia da redugdo do GO e o
aumento dos dominios sp? nas folhas, deste modo, a condutividade elétrica é aumentada (SI;
SAMULSKI, 2008), fator esse muito interessante para a aplicagdo em biossensores
eletroquimicos. O filme LB GPDDA/GPSS/Gox apresentou Ip/ls igual a 1,44. Este aumento
esta relacionado & sobreposicdo da banda caracteristica da Gox em 1342 cm™ atribuida ao
estiramento da ligagdo C—C=N, C=C e deformacédo CH3 (Ql et al., 2016)
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Analises eletroquimicas para o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) — Voltametria

Ciclica e Amperometria

Primeiramente, o biossensor desenvolvido com o filme LB na arquitetura
(GPDDA/GPSS/Gox) foi avaliado na deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica. A Figura
4.4.4 apresenta os voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) medidos em tampéo
fosfato 10 mmol.L™ e pH = 6,3. Cada adico corresponde a um aumento de aproximadamente
0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. No gréfico inserido é apresentada a curva de

calibragéo referente as adigdes de glicose.

Figura 4.4.4: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) depositado sobre ITO em tampéo fosfato
10 mmol.L™* e pH 6,3 (curva em preto) e sucessivas adicdes glicose (curvas em marrom). Cada adicéo
corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. Gréfico

inserido: curva de calibracdo com faixa linear de trabalho entre 0,3 e 1,1 mmol.L™ no E = -0,38 V vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A varredura do potencial foi iniciada em um potencial negativo (-1,0 V vs. ECS) até
o0 potencial maximo (1,0 V vs. ECS) (varredura reversa). Com a adi¢do da glicose, houve
claramente um aumento na corrente entre a faixa de -0,3 e -1,0 V vs. ECS. Entretanto, néo foi

possivel evidenciar o pico de oxidacdo da glicose catalisada pela Gox. Sendo assim, 0
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desempenho do biossensor com a arquitetura (GPDDA/GPSS/Gox) foi analisado
considerando o pico de oxidacdo em -0,38V vs. ECS, por ser o pico encontrado para as
demais arquiteturas de filmes LB discutidas a seguir (na arquitetura (GPDDA/GPSS/Gox)3).
O biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) apresentou um limite de deteccédo de 40,2
umol.L™? e sensibilidade de 5,184 pA.cm?mmol™.L, com faixa linear de 0,134 a 0,366
mmol.L™Y. Embora seu limite de deteccdo seja superior ao biossensor com filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), (Capitulo 3), ambos por Voltametria Ciclica, sua faixa
linear foi muito reduzida.

O desempenho do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) também foi
analisado por Amperometria. A Figura 4.4.5 apresenta a resposta amperomeétrica do filme LB
(GPDDA/GPSS/Gox) medida em potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampao fosfato 10 mmol.L"
! e pH = 6,3 com sucessivas adicées de glicose. Cada adi¢do corresponde a um aumento de
aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. No grafico inserido é apresentada

a curva analitica referente as adicGes de glicose.

Figura 4.4.5: Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox) depositado sobre ITO, medida
em potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampéo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3. Cada adicdo corresponde a um
aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentracéo de glicose. Gréafico inserido: curva analitica

com faixa linear de trabalho entre 0,13 e 0,48 mmol.L™.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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A corrente estabilizou ap6s 300 s do inicio da medida. Apos a adicdo da glicose
houve um rapido aumento da corrente anddica proveniente do processo de oxidacdo da
glicose, na converséo direta de FADH; a FAD catalisada pela Gox presente no filme, uma das
caracteristicas de DET (LUCKARIFTHEATHER; ATANASSOV; JOHNSON, 2014), de
acordo com a reacao (8):

FAD +2H" +2e < FADH, (6)

Este filme apresentou faixa linear de trabalho entre 0,13 e 0,48 mmol.L™, com limite
de detecgo de 39,18 pmol.L™ (S/R = 3) e sensibilidade de 0,89 pA.cm™.mmol™.L. Visto que
com o filme LbL com uma bicamada contendo Gox ndo respondeu as adi¢des de glicose, 0
filme LB contendo apenas uma monocamada contendo Gox apresentou um melhor

desempenho, entretanto, apresentou uma faixa analitica muito reduzida.

Anélises eletroquimicas para o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); — Voltametria

Ciclica e Amperometria

O biossensor desenvolvido com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); foi avaliado na
deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica. A Figura 4.4.6 apresenta os voltamogramas do
biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); medidos em tamp&o fosfato 10 mmol.L™ e
pH = 6,3. Cada adigdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na
concentracdo de glicose. No grafico inserido é apresentada a curva de calibragdo referente as
adicdes de glicose.

A medida foi iniciada em -1,0 V vs. ECS até 1,0 V vs. ECS (varredura reversa) e
gerou um pico de corrente anddica em -0,38 V vs. ECS atribuido a conversdo de FADH; a
FAD, enquanto que na varredura direta gerou um pico de corrente catddica em -0,45 V vs.
ECS atribuido a conversdo do FAD a FADH,. Além destes picos, foi observada a reducdo de
um pico largo em -0,6 V vs. ECS. A reducdo deste pico evidencia a reducdo de grupos
oxigenados residuais (GUO et al., 2009; MANI; DEVADAS; CHEN, 2013) nas nanofolhas
do GPDDA e do GPSS. Esta arquitetura apresentou limite de deteccdo 35,86 umol.L™ e
sensibilidade de 21,83 pA.cm?.mmol™.L, com uma boa linearidade na faixa analitica entre
0,12 e 0,61 mmol.L™ (R? = 0,99). Em relaco ao filme LB (GPDDA/GPSS/Gox), 0 aumento
da quantidade da monocamada (GPDDA/GPSS/Gox) na arquitetura LB
(GPDDA/GPSS/Gox); apresentou uma diminuicdo no limite de detecgdo, aumento na
sensibilidade e aumento da faixa linear de trabalho. Quando comparado a deteccdo por
Voltametria Ciclica com filme LbL de melhor desempenho ((GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox),
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discutido no Capitulo 3), o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); apresentou menor limite de

deteccdo e maior sensibilidade, entretanto, sua faixa de trabalho foi inferior.

Figura 4.4.6: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); depositado sobre ITO em tampéo fosfato
10 mmol.L™ e pH 6,3 (curva em preto) e sucessivas adicdes glicose (curvas em azul). Cada adicdo
corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™" na concentracdo de glicose. Grafico

inserido: curva de calibracdo com faixa linear de trabalho entre 0,12 e 0,61 mmol.L™?, E = -0,38 V vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

O comportamento difusional desta arquitetura foi avaliado para obter a area ativa do
eletrodo a partir da equacdo de Randles—Sevcik (10) (apresentada no Capitulo 3) para as
diferentes velocidades de varredura. A Figura 4.4.7 apresenta os voltamogramas do
biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); em diferentes velocidades de varredura em
tampdo fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3 contendo Fe(CN)s*/ Fe(CN)s* 10 mmol.L™?, solucdo
(1:1). No gréfico inserido é apresentado o comportamento da corrente de pico anddico em
funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura

Os voltamogramas em diferentes velocidades de varredura apresentaram pico
anodico variando entre 0,22 e 0,26 V vs. ECS. A linearidade da curva obtida pela corrente em
funcdo da raiz quadrada da velocidade caracteriza o sistema como quasireversivel na difusdo

do Fe(CN)s>/ Fe(CN)s". A separagdo entre picos anddico e catodico na velocidade de
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LbL

Isto sugere que o filme LB

varredura de 50 mV.s*t 0,34 V, filme
(GPDDAJ/GPSS)/(GPDDA/Gox), de 0,46 V.

(GPDDAJ/GPSS/Gox); possui maior difusividade das espécies, provavelmente responsavel

de

foi

foi enquanto que no

pelo melhor desempenho deste biossensor por Amperometria.

Figura 4.4.7: Voltamogramas do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); em diferentes
velocidades de varredura (0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,125, 0,150, 0,175, 0,200, 0,225, 0,250, 0,275 e 0,300
V.s™1) em tampéao fosfato 10 mmol.L™" e pH 6,3 contendo Fe(CN)s*/ Fe(CN)g* 10 mmol.L™, solugdo (1:1).

Grafico inserido: corrente de pico anédico em funcao da raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A éarea ativa calculada pela equacdo de Randles-Sevcik (10) para o filme LB
(GPDDA/GPSS/Gox); foi de 0,172 cm?, ja para o ITO puro (sem filme) a area ativa foi de
0,124 cm?, sendo assim, o filme LB depositado aumentou a &rea ativa do eletrodo modificado
em aproximadamente 1,4 vezes. Entretanto, o filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox);
proporcionou um aumento na area ativa de 2,7 vezes, provavelmente, responsavel pela maior
faixa analitica do filme LbL por Voltametria Ciclica.

O biossensor desenvolvido com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); também foi
avaliado na deteccdo de glicose pela técnica de Amperometria. A Figura 4.4.8a apresenta a
resposta amperométrica do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)3; nas condicGes
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de potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampdo fosfato 10 mmol.L™ e pH = 6,3. Cada adicdo
corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentrago de glicose. Na

Figura 4.4.8b € apresentada a curva analitica referente as adi¢oes de glicose.

Figura 4.4.8: (a) Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); depositado sobre 1TO,
medida realizada em potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampéo fosfato 10 mmol.L™* e pH 6,3 e sucessivas
adicdes glicose. Cada adicdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™" na

concentragcéo de glicose. (b) Curva analitica com faixa linear de trabalho entre 0,0018 e 1,5 mmol.L™.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A corrente da resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s
estabilizou apo6s 500 s do inicio da medida. Com a adicdo de aliquotas de glicose houve um
rapido aumento da corrente anddica proveniente do processo de oxidacdo da glicose, na
conversao direta de FADH, a FAD, uma das caracteristicas de transferéncia direta de elétrons
(LUCKARIFTHEATHER; ATANASSOV; JOHNSON, 2014). Este filme apresentou limite
de deteccdo 0,54 pmol.L™ (S/R = 3) e sensibilidade de 8,69 pA.cm?mmol™.L e faixa
analitica entre 0,0018 e 1,4976 mmol.L™". Quando comparado ao filme LbL de melhor
desempenho ((GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), discutido no Capitulo 3), o filme LB
apresentou menor limite de detec¢do, maior sensibilidade e maior faixa linear de trabalho,
sugerindo que a nanoestruturacdo proporcionada pela técnica LB promove uma maior sinergia
dos materiais. A Tabela 4.4.1 apresenta os valores de limite de deteccdo, sensibilidade e faixa
analitica para o biossensor com filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), e para 0
biossensor com filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s.
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Tabela 4.4.1: Limite de deteccdo, sensibilidade e faixa analitica do biossensor com filme LbL
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), e para o biossensor com filme LB (GPDDA/GPSS/G0X)s.

Amperometria

Arquitetura Limite de Sensibilidade Faixa analitica
deteccdo 5 ’ (mmol.L™)
(umol.L?) (nA.cm™“.mmol~.L)
Filme LbL
13,4 2,47 0,1-1,0
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/G0X),
Filme LB
0,54 8,69 0,0018-1,4976
(GPDDA/GPSS/Gox)3

Fonte: Tabela elaborada pelo autor.

O processo de deteccdo da glicose para biossensores de terceira geragdo esta
relacionado com a deteccdo dos elétrons gerados na oxidacdo FADH, a FAD conduzidos
diretamente para o eletrodo, este processo é denominado DET (LUCKARIFTHEATHER,;
ATANASSOV; JOHNSON, 2014). Este processo foi verificado para o filme LB
(GPDDAJ/GPSS/Gox); por Voltametria Ciclica em tampdo na auséncia de oxigénio. A Figura
4.4.9 apresenta os voltamogramas do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox);
medidos em tampéo fosfato pH = 6,3 sob influéncia do oxigénio presente na agua e com
saturacao de No.

Na presenca de oxigénio dissolvido, o voltamograma do biossensor com o filme LB
(GPDDA/GPSS/Gox); apresentou o caracteristico pico largo em -0,6 V vs. ECS. Ja com a
saturacdo de N, o0 mesmo filme apresentou dois picos bem definidos, um pico anddico em -
0,38 V vs. ECS e um pico catodico em -0,45 V vs. ECS, ambos relacionados com o processo
redox da enzima. Este sistema apresentou um potencial formal de -0,42 V, com separacéo
entre pico anodico e catédico de 35 mV. Segundo Palanisamy e colaboradores
(PALANISAMY; KARUPPIAH; CHEN, 2014) a pequena diferenca de potencial entre o pico
anodico e catédico comprova a rapida transferéncia de elétrons da Gox para o eletrodo
modificado com o filme. Sendo assim, este biossensor pode ser classificado como de terceira

geracao.
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Figura 4.4.9: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/GoX)3

fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3, na presenca de oxigénio e com saturagéo de N..
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

Devido ao seu desempenho, esse biossensor foi analisado na deteccdo de glicose na
presenca dos interferentes: sacarose, frutose, lactose, acido ascorbico e acido urico. A Figura
4.4.10 apresenta a resposta amperométrica do biossensor com o filme LB na deteccdo de
glicose na presenca de interferentes.

Figura 4.4.10: Resposta amperométrica do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); medida
realizada em -0,3 V vs. ECS com adicfes 100 pL de glicose, sacarose, frutose, lactose, &cido ascorbico e

acido trico 10 mmol.L™? em tampao fosfato 10 mmol.L™ e pH 6,3.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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A adicdo da glicose gerou instantaneamente um aumento da corrente anddica,
caracteristica desse biossensor. ApoOs a estabilizacdo da corrente foi adicionado os
interferentes. Todos os interferentes testados geraram apenas uma leve perturbacdo na
corrente, entretanto, o &cido ascorbico apresentou um leve aumento de corrente anddica, mas
esta corrente diminuiu com o tempo para muito proximo da corrente anterior a sua adicdo. A
glicose adicionada na sequéncia dos interferentes apresentou seu comportamento tipico de
aumento de corrente anddica, a leve diminuicdo no aumento de corrente anddica esta
relacionada com o aumento do volume da solugdo apds a adicdo dos interferentes. Sendo
assim, o biossensor contendo o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s; se mostrou eficiente na
deteccdo de glicose num meio contendo interferentes.

A eficiéncia desse biossensor também foi testada em uma amostra real de leite sem
lactose. A Figura 4.4.11 apresenta a resposta amperométrica do biossensor com a adi¢do de
100 pL de leite sem lactose diluido em tampdo fosfato (1:10).

Figura 4.4.11: Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); apds sucessivas adi¢des de 100
uL de leite sem lactose diluido em tampéo (1:10), medida realizada em tampao fosfato pH = 6,3, em -0,3 V
vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.

As adigdes de aliquotas de leite gerou um aumento da corrente anddica, evidenciando

a presenca de glicose. A quantificagdo da glicose foi feita pela média dos valores de correntes
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obtidos nas duas primeiras adicdes, realizada em triplicata. A concentracdo de glicose
encontrada no leite sem lactose pelo biossensor foi de 25,29 + 0,31 g.L™, o qual representa
uma recuperacdo do biossensor de 101,2 %. Desta forma, o biossensor contendo o filme LB

(GPDDA/GPSS/Gox)s foi eficiente na deteccdo de glicose em uma amostra real.

Analises eletroquimicas para o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s — Voltametria

Ciclica e Amperometria

O biossensor desenvolvido com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s foi analisado na
deteccdo de glicose por Voltametria Ciclica. A Figura 4.4.12 apresenta os voltamogramas do
biossensor com filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s em tampao fosfato 10 mmol.L-1 e pH = 6,3
(curva em preto) com sucessivas adi¢des de glicose (curvas em verde). Cada adicdo de glicose
corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentracéo de glicose. No

gréfico inserido ¢é apresentada a curva de calibracéo referente as adicdes de glicose.

Figura 4.4.12: Voltamogramas do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s depositado sobre ITO em tampao
fosfato 10 mmol.L™" e pH 6,3 (curva em preto) e sucessivas adicdes glicose (curvas em verde). Cada adic&o
corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. Gréfico

inserido: curva de calibracdo com faixa linear de trabalho entre 0,13 e 0,60 mmol.L™, E =-0,38 V vs. ECS.
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Fonte: Figura elaborada pelo autor.
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O biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s foi analisado com 0s mesmos
parametros dos biossensores com os filmes contendo 1 e 3 monocamadas de
(GPDDA/GPSS/Gox) e apresentou comportamento semelhante ao filme LB
(GPDDAJ/GPSS/Gox);. Um pico de corrente anddica em -0,38 V vs. ECS atribuido a
conversdo de FADH; a FAD e um pico de corrente catddica em -0,45 V vs. ECS atribuido a
conversdo do FAD a FADH,. O biossensor desenvolvido apresentou uma boa linearidade na
faixa analitica entre 0,13 e 0,60 mmol.L™?, limite de deteccdo 38,12 umol.L™ e sensibilidade
de 16,52 pA.cmmmol™.L. Quando comparado com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s, seu
desempenho foi inferior, isto sugere que o aumento do numero de monocamadas dificulta o
processo difusivo das espécies e também pode impedir a reacdo do analito com a biomolécula
das monocamadas mais internas, afetando o desempenho do biossensor.

O biossensor desenvolvido com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s também foi
avaliado na detecgdo de glicose por Amperometria. A Figura 4.4.13a apresenta a resposta
amperométrica do biossensor com o filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s medida em potencial de
-0,3 V vs. ECS, em tampéo fosfato 10 mmol.L™* e pH = 6,3. Cada adic&o corresponde a um
aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™ na concentragdo de glicose. No Figura 4.4.13b é

apresentada a curva analitica referente as adi¢Ges de glicose.

Figura 4.4.13: (a) Resposta amperométrica do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox)s depositado sobre ITO,
medida realizada em potencial de -0,3 V vs. ECS, em tampao fosfato 10 mmol.L™* e pH 6,3 e sucessivas
adicBes glicose. Cada adicdo corresponde a um aumento de aproximadamente 0,1 mmol.L™" na

concentracéo de glicose. (b) Curva analitica com faixa linear de trabalho entre 0,0078 e 1,28 mmol.L™.

I

j (nacm?)
w
j (WA.cm?)

i . A 4
l Adicio de 100 pL of glicose 10 mmol.L™ ° Azdlcao de 100 uL of glicose 10 mmol.L
] q/( —— R*=0,9987
04 4

560 10‘00 15IOO 20‘00 25‘00 30‘00 35‘00 4000 OjO 0:2 0:4 0j6 0:8 1:0 1j2 1:4 1:6
tempo (s) [glicose] (mmol.L™)

Fonte: Figura elaborada pelo autor.

A corrente estabilizou em aproximadamente 500 s, a cada adicdo de glicose,

semelhante ao filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); ocorreu um rapido aumento da corrente
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anodica proveniente do processo de oxidacdo da glicose, na conversdo direta de FADH, a
FAD. O aumento da corrente anddica é linear com a concentracdo de glicose entre 0,0078 e
1,2753 mmol.L™* (R*= 0,9987), com limite de deteccdo de 2,34 umol.L™* (S/IR = 3) e
sensibilidade de 6,08 uA.cm.mmol™.L. O desempenho deste biossensor quando comparado
com o do filme LB (GPDDA/GPSS/Gox); foi inferior, evidenciando que o aumento de

monocamadas diminui o desempenho do biossensor na deteccéo de glicose.
4.5 Concluséo Parcial dos Filmes LB (GPDDA/GPSS/Gox)n

Biossensores utilizando filmes LB contendo GPDDA, GPSS e Gox foram fabricados
com sucesso. O melhor desempenho na deteccdo de glicose foi apresentado pelo biossensor
formado pela arquitetura (GPDDA/GPSS/Gox)s, apresentou limite de deteccéo 0,54 pmol.L™
(S/R = 3) e sensibilidade de 8,69 pA.cm™®.mmol™.L e faixa linear de trabalho foi entre 0,0018
e 1,5 mmol.L™". Apesar da &rea ativa reduzida, em comparacéo com o filme com os mesmo
materiais depositados por LbL, seu processo difusivo de de Fe(CN)s>/ Fe(CN)s* evidenciado
pela separagdo de picos anodicos e catddicos se mostrou mais eficiente. Sugerindo que a
nanoestruturacdo proporcionada pela técnica LB promove uma maior sinergia dos materiais,
guando comparado com a técnica LbL. Este biossensor também se mostrou eficiente na
deteccdo de glicose em meio contendo interferentes e em amostra real de leite sem lactose,
com recuperacdo do biossensor de 101,2 %. A Tabela 4.5.1 apresenta o limite de detecgdo,

sensibilidade e faixa analitica para os biossensores com filmes LB.

Tabela 4.5.1: Limite de deteccéo, sensibilidade e faixa analitica dos biossensores amperométricos com
filmes LB.

Amperometria

Arquitetura LB Limite de deteccdo Sensibilidade Faixa analitica
(umol.L™) (nA.cm®.mmol™.L) (mmol.L™)
(GPDDA/GPSS/Gox) 39,18 0,89 0,13-0,48
(GPDDA/GPSS/Gox), 0,54 8,69 0,0018-1,4976

(GPDDA/GPSS/GoX)s 2,34 6,08 0,0078-1,2753
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CONCLUSAO GERAL

As sinteses dos nanomateriais foram realizadas com sucesso, pois permitiram formar
disperses aquosas e metanolicas estaveis das nanofolhas de grafeno para a aplicagcdo em
filmes LbL e LB. A reducdo do GO e funcionalizacdo do rGO foram confirmadas pelas
caracterizagcdes dos nanomateriais por espectroscopia UV-Vis e FTIR e por difragdo de raio-
X.

Os espectros UV-Vis e FTIR confirmaram a imobilizacdo da Gox nos filmes LbL
contendo GPDDA, GPSS e Gox, pela presenca das principais bandas desta enzima nestes
espectros. A analise CD permitiu evidenciar a eficiéncia do GPDDA e o GPSS em preservar a
estrutura conformacional desta enzima imobilizada nos filmes LbL. Estes nanomateriais
também foram eficientes na transferéncia dos elétrons da enzima para o eletrodo,
classificando o filme LbL de arquitetura (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GPSS), como biossensor
de terceira geracdo. Esta mesma arquitetura do filme LbL obteve o melhor desempenho na
deteccéo de glicose, apresentando um limite de deteccéo de 13,4 umol.L™?, sensibilidade de
2,47 pA.cm™.mmol™.L e faixa analitica entre 0,1 e 1,0 mmol.L™. A partir desses resultados, o
biossensor com filme LbL (GPDDA/GPSS)/(GPDDA/Gox), se apresentou competitivo com
0s biossensores reportados na literatura. Na analise em amostra real, este biossensor
apresentou recuperacdo de 100,8 % para a solucdo hidroeletrolitica comercial e 88,8 % para o
leite sem lactose. Também foi eficiente em detectar glicose e meio contendo os interferentes
comumente encontrados em fluidos corp6reos, em alimentos e farmacos.

Os espectros FTIR e Raman do filme LB contendo GPDDA, GPSS e Gox
confirmaram a presenca da Gox imobilizada na estrutura deste filme. O ndmero de
monocamadas dos filmes LB influencia no desempenho do biossensor. O biossensor formado
pela arquitetura (GPDDA/GPDD/Gox), apresentou o melhor desempenho na detecgdo de
glicose, com limite de deteccdo de 0,54 umol.L™ (S/R = 3) e sensibilidade de 8,69 pA.cm’
2mmol™.L e faixa linear de trabalho foi entre 0,0018 e 1,5 mmol.L™. Este biossensor foi
eficiente na deteccdo de glicose em meio contendo interferentes e em amostra real de leite
sem lactose, com recuperacdo do biossensor de 101,2 %. Quando comparado com o
biossensor com filme LbL de melhor desempenho (arquitetura
(GPDDA/GPSS)/(GPDDA/GPSS),) seu desempenho foi superior, evidenciando que a técnica
LB promove uma maior sinergia dos materiais, atribuida ao maior ordenamento dos

nanomateriais proporcionado por essa técnica.
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