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RESUMO

Palavras - Chaves: 1. Oxidacdo de Glicose 2. Sensores Nao Enzimaticos 3.Catélise Metalica.

Este trabalho tem como escopo propor a sintese e a caracterizacdo de materiais
nanoestruturados para a oxidacdo de carboidratos, como a glicose, através de catalise ndo
enzimatica. A proposta da via de sintese dos catalizadores metalicos é o método poliol e as
técnicas de caracterizacdo fisica propostas para analise do catalizador preparado passam pela
técnica de Difragdo de Raios-X (DRX), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios -X (EDX). As técnicas para a caracterizacdo
eletroquimica dos catalisadores sdo Voltametria Ciclica (CV) e Voltametria de Pulso
Diferencial (DPV). As perspectivas deste trabalho passam pela comparacdo da atividade
catalitica dos sensores ndo enzimaticos e também biossensores j& conhecidos na literatura.



ABSTRACT

Key - Words: 1. Glucose Oxidation 2. Sensors no Enzymatic 3. Metallic Catalysis.

This work has main aim of is to propose the synthesis and characterization of
nanostructured materials for oxidation of carbohydrates such as glucose, with non-enzymatic
catalysis. The proposed pathway of synthesis of metal catalysts is the polyol method and
techniques of physical characterization proposals for analysis of prepared catalyst pass
through diffraction technique of ray-x (DRX), scanning electron microscopy (SEM) and
Energy Dispersive Spectroscopy ray-x (EDX). Technical proposals for the electrochemical
characterization of the synthesized catalysts are Cyclic voltammetry (CV) and differential
pulse voltammetry (DPV). The prospects of this work are compared by the catalytic activity
of the sensor designed with non-enzymatic sensors and biosensors also known in the
literature.
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1. Introducéo

1.1 Sensores enzimaticos para glicose

O primeiro sensor enzimatico para a analise de glicose foi desenvolvido em 1962 por
Clark e Lyons e, depois disso, 0 nimero e variedade desse tipo de sensor cresceu
expressivamente. O sensor para glicose foi proposto, primeiramente, para detec¢fes em
amostras de sangue, mas nos dias atuais 0s campos para esse tipo de sonda, tanto de glicose
como de outros carboidratos, passam pelos ramos alimenticios, controle de qualidade,
processos de fermentacdo e diagndsticos clinicos em geral. (Satheesh Babu, Ramachandran e
Nair 2010) (Zhou, et al. 2013)

O primeiro biossensor foi baseado na enzima glicose oxidase (GOx-E.C1134) que
catalisa a oxidagdo da glicose em microrganismos. A GOx é amplamente utilizada para a
determinacédo de glicose livre em fluidos corporais, em matéria-prima vegetal, e na industria
alimenticia. E uma proteina com duas sub unidades extraida, principalmente, do
microrganismo Aspergillus niger. Os ultimos biosensores apresentados para a oxidacdo de
glicose tém o modelo enzimatico via catalise da p - D (+) —glicose em glico-6-lactona na
presenca de oxigénio molecular como pode ser visto na Figura 1 e para ser analisado calcula-
se a concentracdo de peroxido de hidrogénio que é produzido simultaneamente na reagé&o.
(Mallesha, et al. 2012)

/(_)H OH

/ I . 0“ H/ H 0\
()ll H - k()H H /=0
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Figura 1 Representacdo da reacdo de oxidacdo da glicose pela GOx. (Witt et al., 2000)

Os sensores enzimaticos sdo 0s mais tradicionais na oxidacdo da glicose e sua
principal vantagem €é que sdo bem seletivos, essa caracteristica estd ligada a alta
guimioseletividade, regioseletividade e enantioseletividade presentes nas biomoléculas
enzimaticas. (Toghill, et al. 2010) Porém, para que a enzima mantenha sua atividade
catalitica sua estrutura tercidria precisa estar em sua conformacdo nativa, na Figura 2
representa-se a estrutura terciaria da enzima glicose oxidase. Alguns fatores podem alterar a
conformacdo estrutural da enzima e, deste modo, afetar a eficiéncia da catélise. As enzimas
apresentam baixa estabilidade térmica, sdo influenciados drasticamente por variagGes de pH,
sdo de dificil imobilizacdo e estabilizacdo na superficie dos eletrodos, além de ter baixa
reprodutibilidade devido a baixa resisténcia intrinseca da enzima. Uma das limitaces dos
biossensores enzimaticos é a interferéncia de espécies com atividade redox como acido
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ascorbico e &cido Urico que normalmente estdo presentes nas amostras reais. (Mahshid, et al.
2011)

Figura 2 Representacdo da enzima glicose oxidase. (Santos 2012)

Nos ultimos anos diferentes tipos de sensores enzimaticos foram apresentados na
literatura, porém, os mais utilizados para deteccdo de glicose sdo 0s sensores eletroquimicos
para 0s mais variados substratos, como nanoparticulas baseadas em metais nobres, polimeros,
nanocarbonacios e moléculas com interacfes bioespecificas. (Kucherenko, et al. 2014) (W.
Li, et al. 2011) (Qianfang, Dan e Zaijun 2012) (Li, et al. 2012) (Zhang , et al. 2010) (Erdem,
Zeybek e Aydogdu 2014) (Guo, et al. 2014) (Liu, et al. 2013) (J. Li, et al. 2010) (Berkkan,
Seckin e et all 2010) (Ferreira, et al. 2013). Porém, todos sdo baseados na enzima GOx. A
mudanca dos substratos vem com o objetivo de aumentar a eficiéncia da catélise enzimatica,
eles auxiliam aumentando a area superficial, a melhoria de condutividade elétrica e aumento
da transferéncia de carga entre a enzima e o analito, fazendo com que o biossensor se torne
além de seletivo e sensivel um pouco mais robusto, do ponto de vista analitico.

1.2 Sensores ndo enzimaticos para glicose

Com o0 avango nas pesquisas em deteccdo de glicose, 0 interesse nos sensores a base
de enzimas foi sendo substituido pelo interesse nos sensores ndo enzimaticos. Os sensores nao
enzimaticos sdo excelentes alternativas para o desenvolvimento de sensores mais robustos
com equiparada sensibilidade e seletividade. (Chang, et al. 2013) (Chen, Tian, et al. 2014)
(Tian, Prestgard e Tiwari 2014) Entre os diferentes tipos de sensores ndo enzimaticos
eletroquimicos presentes na literatura, 0s sensores baseados em metais nobres, compasitos e
micro- ou nano-materiais sdo 0s que aparecem como alternativas para o desenvolvimento de
sensores tao sensiveis quanto os sensores enzimaticos. (Satheesh Babu e Ramachandran 2010)

1.2.1 Metais nobres
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Os sensores baseados em metais nobres vém sendo estudados nas ultimas décadas para
a aplicagdo em sensores para glicose, afim de substituir os sensores enzimaticos. Sabe-se que
a eletrocatalise nos sensores baseados em metais nobres varia de forma significativa
dependendo do metal catalisador. Dentre os principais catalisadores, aqueles a base de platina
(Pt), ouro (Au), niquel (Ni), cobre (Cu) e prata (Ag), normalmente nao sdo utilizados em sua
forma simples ou como 6xidos de metal, eles sdo frequentemente utilizados como compositos
metélicos ou hibridos, com propdsito de integrar diferentes caracteristicas dos materiais e
diminuir as desvantagens dos eletrodos tradicionais de metais nobres. (Tian, Prestgard e
Tiwari 2014)

1.2.2 Compositos

Os sensores baseados em compositos oferecem uma grande versatilidade em suas
caracteristicas fisico-quimicas e, em consequéncia, em sua eletrocatalise. Os compdsitos
podem ser compostos pela mistura de metais, compostos organicos, polimeros, 6xidos e ligas
metalicas, materiais com alta condutividade, ceramicas e outra infinidade de materiais com
diferentes caracteristicas, podendo ser misturados entre si. Essa possibilidade de misturas
confere aos sensores baseados em compositos um grande campo de possibilidade para a
deteccdo de glicose e outros carboidratos, para a minimizagao dos problemas encontrados em
cada um destes compostos isoladamente.

1.2.3 Micro- ou nano-materiais

Os sensores baseados em micro- ou nano-materiais sdo a grande alternativa para a
eletrocatalise ndo somente dos sensores para glicose e carboidratos, mas para todas as
deteccdes eletroanaliticas, visto que a area superficial dos sensores micro- ou nano- é
aumentada de forma exponencial, comparando com superficies lisas.

Uma vertente dos sensores ndo enzimaticos mais utilizada para a deteccdo de glicose
ou carboidratos sdo 0s nanocarbonécios que suportam metais nobres. Os substratos de
carbono sdo universalmente utilizados na fabricacdo de sensores eletroquimicos devido a
larga faixa de condutividade elétrica e o fato de geralmente serem eletroquimicamente inertes,
porém a funcionalizagdo dos substratos é uma linha crescente na fabricagdo de eletrodos, que
0 auxiliem na catalise e propriedades além daquelas observadas em substratos tradicionais. As
variedades mais comuns de substratos funcionalizados séo os nanotubos de carbono e grafeno,
seguidos por outras variedades menos comuns de alétropos de carbono como nanocubos,
nanofibras e variedades de diamante dopado. (Han, Zhu, et al. 2010)

Os nanotubos de carbono sdo nanomateriais relativamente novos, comparando-0s aos
materiais nanoestruturados baseados em carbono e sdo alternativas comparados aos
nanoal6tropos convencionais, pois, apresentam alta area superficial, alta resisténcia mecénica,
estabilidade quimica e excelente condutividade elétrica e térmica. (Yi, et al. 2014) Sua
performance é atribuida a sua rugosidade, porosidade, compatibilidade quimica com
substratos bioldgicos e sua estrutura tubular que permite a promoc¢do da transferéncia
eletrbnica entre o analito e a superficie do eletrodo. Os nanotubos de carbono normalmente
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sdo substratos para dispersdo de outros catalisadores, como metais, 6xidos metalicos e
compositos além de poderem ser funcionalizados com grupos como carbonila, oxigénio,
hidroxilas entre outros, afim de se obter maior atividade catalitica. (Chang, et al. 2013) (Zhao,
et al. 2013) (Shaidarova, et al. 2014) A representacao de sua estrutura cristalina € apresentada
na figura 3.

Figura 3 Representacdo da estrutura cristalina de nanotubos de carbono. (Santos 2012)

O grafeno consiste em uma folha bidimensional de atomos de carbonos ligados em
conjugacéo sp? que Ihe confere caracteristica de semimetal com baixo “band gap . (Mallesha,
et al. 2012) O grafeno tem caracteristica de estrutura primaria frente as outras alotropias de
carbono, como pode ser visto na figura 4. A hibridizacdo do grafeno somado com as
caracteristicas dos nanomateriais suportados confere a esse material propriedades fisicas e
quimicas como o deslocamento eletronico nas ligagdes m abaixo do plano basal que aumentam
sua condutividade elétrica, baixam a sua resisténcia a transferéncia de carga, aumentam a
resisténcia mecéanica, além de promover variedades cataliticas, magnéticas e optoeletronicas.
(Wu, et al. 2013) (Tian, Prestgard e Tiwari 2014) (Chen, Tian, et al. 2014) (Zhu, et al. 2013)

a5
Figura 4 llustragdo mostrando o carater primario da estrutura do grafeno frente as outras

estruturas cristalinas de carbono, como nanotubos, fulerenos e grafite. (Geim e Novoselov
2007)
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Dentre as outras variedades de aldtropos de carbono sabe-se que os fatores
determinantes nas suas propriedades cataliticas sdo a sua geometria, nimero de sitios ativos e
aumento de area superficial, sendo assim com o planejamento de sintese visando a juncéo
dessas propriedades cataliticas pode-se obter materiais impares para serem utilizados nos mais
diversos tipos de catalise.

Os sensores micro- ou nano- métricos podem unificar as caracteristicas favoraveis dos
sensores de metais nobres e compdsito com a vantagem de ter a area ativa aumentada. Deste
modo, o estudo de variedade de sinteses com intuito de diminuir o tamanho de particulas, para
manter ou melhor caracteristicas fisico-quimicas desses materiais, € um campo com grandes
possibilidades de desenvolvimentos.

1.3 Deteccdo eletroquimica da glicose

As formas mais comuns de leitura dos detectores de glicose sdo eletroquimicas e
fotométricas que requerem, geralmente, de pequenas aliquotas de amostras para a analise. A
maioria dos sensores ndo enzimaticos sdo eletroquimicos pois esses sensores sdo, comumente,
eletrodos confeccionados com metais nobres, compdsitos de metais nobres ou al6tropos de
carbono. (Yi, et al. 2014)

Para analisar a glicose em sensores livre de enzimas, bem como outros carboidratos,
deve ser feita a oxidagdo dessas substancias em um conjunto de eletrodos por onde se aplica
uma corrente elétrica. Os detectores eletroquimicos apresentam rapido tempo de resposta,
baixos limites de deteccdo, além da possibilidade de aplicacGes miniaturizadas e in situ, que
sdo vantagens quando comparados com as analises fotométricas. (Li, et al. 2010) (Han, Zhu,
et al. 2010)

Existem dois métodos mais comuns de aplicacdes eletroquimicas para eletrooxidacao
de carboidratos; os amperométricos e 0s potenciométricos, que podem ser explanados
conforme a necessidade da deteccdo. O método amperométrico consiste em aplicar um
potencial constante no eletrodo onde se encontra o analito, também chamado de eletrodo de
trabalho, e pela resposta de corrente tem-se a concentragdo do analito, que é proporcional a
corrente. O método potenciométrico consiste na aplicacdo de variagdes de potenciais entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de potencial zero, também chamado de eletrodo de
referéncia, as respostas de corrente séo relacionadas de forma proporcional a concentracéo do
analito.

1.4 Mecanismo de oxidacéo da glicose na superficie do eletrodo

O mecanismo de eletrooxidacdo da glicose na superficie do eletrodo ainda nédo foi
completamente compreendido, mas existem dois principais modelos para eletrocatélise da
glicose. O primeiro modelo, proposto por Pletcher em 1984, mostra que a molécula de um
acido carboxilico ou carboidrato se adsorva na superficie do eletrodo e, assim, se inicia 0
processo oxidacdo. Primeiramente o carbono hemiacetal se liga a superficie do eletrodo e o
hidrogénio ligado a ele é extraido, como pode ser observado na Figura 5. Depois de extraido o
hidrogénio da superficie do eletrodo, ocorre uma mudanca no estado de oxidacdo do carbono
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hemiacetal ocasionando uma mudanca na interagdo entre a molécula do carboidrato e o metal.
A ligacdo entre 0 metal e o carbono é enfraquecida causando a desorcdo do carboidrato
intermediario. O processo de eletrocatalise consiste, entdo, na adsor¢do do carboidrato na
superficie do eletrodo, a sua oxidacdo e depois a sua desorcdo com um estado de oxidacao
diferente do inicio do processo. Na proposta de Pletcher o metal tem papel fundamental na
eletrooxidacdo de carboidratos, visto que ele participa diretamente da reacdo, mudando o
estado de oxidacao da molécula do carboidrato para que a reacdo aconteca.

/ 7 J
H-C—OH H~C—OH H C—OH

—+ -

M-M-M— —M-M-M— —M-M—M-

Figura 5 llustracdo da eletroadsorcdo de carboidratos na superficie do eletrodo. Teoria de
adsorcéo proposta por Pletcher. (Pletcher 1984)

A segunda proposta de eletrooxidacdo de carboidratos foi apresentada por Burker e é
conhecida como modelo “Incipient Hydrous Oxide Adatom Mediator” (IHOAM) que consiste
na oxidagdo, ou passagem de elétrons, do carboidrato para o oxido hidratado ([OH]ads)
metalico formando pela adsor¢do de hidretos (OH") presentes na agua, formando um metal
redutor, e depois este libera esse elétron para um 6xido reduzido presente no meio oxidando-
0. Na proposta apresentada por Buker o metal teria a fungdo de um transportador de elétrons,
ou catalisador, ndo fazendo parte diretamente da reacao de oxidacdo, apresentado na figura 6.

Rwul ['VH OH I T

T

( }n i

Il_'lth_'unu].u_lm]L I

Oxidation Reduction

Figura 6 Esquema de ilustracdo do modelo IHOAM. Apresentando por Burker. M*: Sitio de
adsorcdo do metal redutor. M[OH]: Radical do oxidado hidratado na adsorcdo. (Tian,
Prestgard e Tiwari 2014)

Os catalisadores metalicos mais utilizados sdo platina (Pt), ouro (Au), paladio (Pd) e
prata (Ag) (Zhu, et al. 2013), porém, perspectivas apontam para os mais diferentes tipos de
catalisadores metélicos incluindo ruténio (Ru), rédio (Rh) e niébio (Nb) que muitas vezes sdo
combinados com metais de transicdo como cobre (Cu), cobalto (Co), niquel (Ni) e estanho
(Sn) visando a melhoria na propriedades cataliticas desses eletrodos devido a adsor¢do de
intermediarios advindos do processo de eletrooxidacdo. (Lee, et al. 2010) Dentro deste
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contexto a busca por novas combinacdes metélicas com diferentes substratos organicos
constituem um campo que promete muitas inovagOes e vastas possibilidades dentro da
determinacéo de glicose via oxidagédo de carboidratos.

2. Objetivo

O trabalho consiste em propor um método de sintese e métodos de caracterizacdo de
catalisadores metalicos para que atraves de técnicas de caracterizacdo fisica e quimica possa-
se determinar suas propriedades e propor aplicagfes no estudo da eletrooxidagdo da glicose
para compara-los com biossensores e sensores nao enzimaticos ja existentes.

3. Experimental

3.1 Sintese de Eletrocatalisadores

Um dos métodos de sintese de nanoparticulas metalicas, semicondutoras, bimetalicas e
oxidos € o método poliol. Esse método foi primeiramente desenvolvido por Fievet em 1989 e
consiste na reducdo quimica de sais de metais de transicdo na presenca de agentes
estabilizantes, em meio alcodlico, normalmente um polialcool. O poliol atua no meio
reacional simultaneamente como solvente, para o crescimento das particulas, passivante e
agente redutor, devido a desidratacdo do polialcool em altas temperaturas e a consequente
formacéo do aldeido, que atua no processo de reducdo do ion metélico ao estado de oxidagéo
zero. O modelo de reacdo geral pode ser estabelecido como uma rea¢do em solucdo, e possui
as seguintes etapas:

(i) dissolucéo de um sal metélico no polialcool;
(it) redugéo do metal em solugéo
(iii) agregacéo e crescimento.

Na obtencdo de nanoparticulas metalicas existe a formacdo de uma biacetila, um
hidrogénio molecular e 0 metal no estado zero, como pode ser observado pela sequéncia de
reagOes a seguir:

Etapa 1: 2HO-CH,-CH>-OH —» 2CH;-CHO + 2H-0

Etapa 2: 2CHs-CHO + M*™™ ——  CH;CO-COCH; +M" + 2H"

O método poliol € uma via de sintese de varios materiais nano ou micro estruturados
devido a sua versatilidade, pois, apresenta grande nimero de variaveis em todo o processo. As
principais variaveis sdo; temperatura, presenca de agua, presenca de ions OH-, tipos de
precursores e estabilizantes, além da adicdo, ou ndo, de agentes redutores além do polialcool.
As principais vantagens do método poliol sdo:
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(i) precursores inorganicos sdo facilmente solubilizados, devido a caracteristica polar
dos polialcoois;

(ii) agregacdo e crescimento normalmente ocorrem no ponto de ebuli¢do do poliélcool;
(iii) altas temperaturas produzem materiais com alta cristalinidade;

(iv) a passivacdo do material ocorre concomitantemente com 0s processos de
agregacédo e crescimento, fazendo com que as particulas sejam menores.

(v) os residuos sdo compostos de baixa massa molar, portanto, podem ser facilmente
removidos da superficie das particulas;

(vi) é considerado um método de producéo de grande quantidade de material.

Deste modo a proposta de sintese de catalisadores metalicos a base de materiais nobres
como platina, nidbio, rodio, ruténio, niquel e cobre suportados em al6tropos de carbono via
processo poliol se torna uma possibilidade atrativa.

3.2 Avaliacéo das propriedades fisicas e superficiais dos eletrocatalisadores

Para a caracterizacdo estrutural dos catalisadores metalicos pode-se utilizar técnicas
como a Difracdo de Raios-X (DRX), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios -X (EDX).

Os raios X sdo radiacGes eletromagnéticas de alta energia no espectro. Ocupam a
regido entre os raios gama e ultravioleta no espectro eletromagnético como pode ser visto na
figura 7. Os comprimentos de onda dos raios-x tém valores proximos dos das distancias entre
os planos cristalograficos, fazendo com que possa-se estudar as estruturas cristalinas.

Na técnica de difracdo de raios-x mede-se diretamente a distancia entre planos
paralelos de pontos do reticulado cristalino. Deste modo pode-se determinar os parametros do
reticulo de um cristal, medindo os angulos entre os planos ou os chamados angulos interaxiais
do cristal.
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Figura 7 Esquema do espectro eletromagnético. (Ponto Ciéncia 2012)

Os raios —x utilizados para difracdo sdo ondas com comprimento entre 0,05 e 0,025nm
e sdo produzidos sempre que elétrons, acelerados por alta voltagem, colidem com um alvo
metalico, essa diferenca de potencial € da ordem de 35 kV entre um catodo e o alvo metalico
que funciona como anodo, mantidos em vécuo e resfriamento, conforme se mostra na Figura
8.

Os tubos de raios-x podem ser divididos em dois tipos basicos, de acordo com a
maneira pela qual os elétrons sdo produzidos:

(i) tubos de filamento; onde a fonte de elétrons é um filamento de Tungsténio € aquecido,

(i) e os tubos a gas, onde elétrons sdo produzidos pela ionizacao de gas contida no tubo.

Cobre

. Vicuo Vid
Raios-X Filamento de tungsténio / e

Electroes

Para o transformador

: T

Jancla de berilio ™
ancla de benho ” ’ . -
Raios-X Focalizador metdlico

Figura 8 Esquema da secéo longitudinal de um tubo de raios-X com filamento de Tungsténio.
(Smith 1998)

Para determinacdo de estruturas cristalinas, podemos considerar que em um feixe que
contenha somente um comprimento de onda (monocromatico), incida na superficie de um
cristal, como pode ser observado na figura 9, as linhas horizontais representam conjuntos
cristalogréaficos paralelos, de indices de Miller (h k I). Quando o feixe de raio-x
monocromatico, de comprimento de onda A, incide neste conjunto de planos a diferenca de
caminho 6tico ndo € um numero inteiro de comprimentos de onda, entdo, as ondas estdo fora
de fase, pois produzem um angulo tal que as ondas deixam o plano de forma arbitraria, sendo
assim, ndo se produzira qualquer feixe reforcado (Figura 9.a). Deste modo ocorre, entdo, uma
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interferéncia destrutiva. Porém se as ondas refletidas pelos varios planos estiverem em fase,
entdo ocorre um reforco do feixe ou interferéncia construtiva, que é a diferenca de caminho
otico entre dois feixes é igual a um namero inteiro de comprimentos de onda (Figura 9.b). A
Lei de Bragg (Equacédo 1) mostra a relacdo entre as posi¢cdes angulares dos feixes difratados
reforcados, que indica a interferéncia construtiva, ou seja, que se produza um pico de difracéo
de radiacdo intensa.

ni =2 d senf Equagdo 1
onde;
n=um numero inteiro (ordem de difracéo)
A=comprimento de onda
d= disténcia interplanar para o conjunto de planos (h k I)
0=angulo de incidéncia

N&o ha raios-X
refletidos

Raios-X incidentes

Raios-X refletidos

Figura 9 Esquema de reflexdo de um feixe de raios-X pelos planos de Miller (h k I) de um
cristal. (a) Quando o angulo de incidéncia ndo for em fase, ndo se produz feixe refletido. (b)
Para o angulo de Bragg (0), os raios refletidos estdo em fase e reforgam-se uns aos outros.
(Smith 1998)

A técnica de difracdo de raios-x se enquadra como caracterizagdo estrutural de sélidos
cristalinos organicos ou inorganicos, utilizada para determinacdo morfoldgica das estruturas
sintetizadas e de suas estruturas cristalinas bésicas.

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) emite, detecta e processa
sinais sobre a interacdo entre o feixe de elétrons emitido e a superficie da amostra, utilizando
todos as informacgdes geradas por essa interacdo, como elétrons secundarios, elétrons
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retroespalhados, raios-X caracteristicos, elétrons “Auger”, féton entre outros, para coletar
uma grande multiplicidade de informacGes sobre os materiais, como topografia da superficie,
composicao, cristalografia, etc.

O funcionamento de um MEV tem o0s mesmos principios do microscépio optico,
exceto que utiliza elétrons ao invés de luz para produzir suas imagens, e lentes magnéticas ao
invés de lentes de vidro para focalizar o feixe, como pode ser visto na figura 10. Utiliza-se um
feixe de elétrons de 5-50 KeV para varrer a superficie da amostra, por linhas sucessivas e
transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura esta sincronizada com a do
feixe incidente. Conforme o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra estes sinais
vao sofrendo modificacdes de acordo com as variagcOes da superficie. Os elétrons secundarios
fornecem imagem topografica da superficie da amostra e sdo responsaveis pela obtencéo das
imagens em alta resolucdo, ja os retroespalhados fornecem imagem caracteristica de variagdo
de composicdo, pois elétrons retroespalhados possuem maior energia do que os elétrons
secundarios, assim, o detector de elétrons retroespalhados ira operar na faixa de energia maior
e o0 de elétrons secundarios na faixa menor. Um microscépio eletrdnico de varredura, trabalha
em vacuo e tem seu poder de resolucdo na escala nanométrica, de forma geral, com efeitos
destrutivos para a amostra.

@ fonte de luz Y ————  fonte de elétrons

P "condensador i f_fl

I/ deflector

lente condensadora

;_ﬁ_—amustra |

™ g

lente ohjetiva

< »—lente ocular r “
FE

detector

observagao direta

microscdpio dptico microscapio eletronico de varredura

Figura 10 Esquema de comparacdo entre microscopio Optico e microscopio eletrénico de
varredura. (Dedavid 2007)

No momento em que o feixe primario incide sobre a amostra, parte dos elétrons se
difunde, e assim, constituem um volume de interacdo cuja forma depende da tensdo de
aceleracdo e do numero atdbmico da amostra. Os elétrons e as ondas eletromagnéticas sdo
utilizadas para formar as imagens ou para efetuar andlises fisico-quimicas. A profundidade
méaxima de deteccdo depende da energia com que estas particulas ou raios atingem o detector,
ou sao capturadas por ele. No MEV podem ser obtidos aumentos de até 900 000 vezes para
determinadas analises e para serem detectados as particulas e/ou os raios eletromagnéticos
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resultantes da interacdo do feixe eletrdbnico com a amostra devem retornar & superficie da
amostra e, entdo, atingirem o detector.

O MEV, conforme pode ser visto na figura 11, consiste basicamente da coluna em alto
vacuo (fonte de elétrons, &nodo, condensadoras, bobinas de varredura e objetiva), camara em
alto ou baixo vacuo (amostra), bombas de vacuo e o sistema de detectores.

Fonte de elétrons

Anodo

Colunaem < Condensadoras

alto vacuo

Bobinas de
varredura

Objetiva

Camara em
alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 11 Representagdo de um microscopio eletrénico de varredura. (Dedavid 2007)

O MEV é uma das técnicas de caracterizacdo mais versateis disponiveis para a
observacdo e analise de caracteristicas estruturais de sélidos. A principal razdo de sua
utilidade é a alta resolucdo e caracteristica tridimensional que a imagem pode ser obtida
qguando as amostras sao analisadas, garantindo variadas aplicagdes de caracterizagdo como,
tamanho de particulas e sua distribuicao pela superficie analisada.

A espectroscopia por energia dispersiva (EDX) é um acessorio de caracterizagéo
microscopica normalmente acoplado ao MEV que é utilizada para determinacdo dos
elementos presentes em amostras metalicas e ceramicas.

A técnica de EDX funciona a partir da incidéncia de feixe de elétrons sobre uma
amostra cristalina e, assim, os elétrons mais externos dos 4&tomos e 0s ions constituintes sao
excitados, mudando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua posicao inicial estes
liberam a energia adquirida em comprimento de onda no espectro de raios-X que, distribuidos
no espectro por ordem de sua energia, vao do nimero atbmico mais baixo (baixa energia) para
0 mais elevado (alta energia) e pode-se, também, caracterizar elementos pelas energias
caracteristicas que cada atomo emite a partir de um detector instalado na cdmara de vacuo do
MEV que mede a energia associada a esses elétrons captados.
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O conjunto MEV e EDX é um aparato valioso para a caracterizacao cristalina, pois
enquanto o MEV proporciona imagens em alta resolugdo o EDX permite a identificacdo e
distribuicdo dos elementos na superficie da amostra.

3.3 Avaliacéo eletroquimica dos catalisadores para eletrooxidagdo de glicose

Para avaliar eletroquimicamente as nanoparticulas sintetizadas, para o estudo da
oxidacdo de glicose na superficie metélica, pode-se utilizar técnicas eletroquimicas como
Voltametria Ciclica (CV) e Voltametria de Pulso Diferencial (DPV).

Os estudos de caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos podem ser efetuados em
sistemas eletroquimicos compostos por 3 eletrodos e a solugéo eletroquimica, onde:

(i) o eletrodo de trabalho; que contém o catalisador e € também onde o analito, sob acdo do
potencial aplicado, reage se oxidado ou reduzindo,

(i) eletrodo de referéncia; de Ag/AgCl (KCI) ou Calomelano, onde o potencial permanece
constante, que arbitrariamente tem a denominacdo de eletrodo de potencial zero.

(iv) contra-eletrodo; eletrodo de platina por onde passa a corrente.

(v) e a solucdo eletroquimica; que contém ions para a passagem da corrente elétrica mais
analito a ser oxi-reduzido na superficie do catalisador.

Em um sistema eletroquimico convencional o conjunto de eletrodos mais a solugdo
eletroquimica estdo em uma célula eletroquimica, que pode seguir o modelo da figura 12,
porém, os sistemas miniaturizados sdo uma excelente alternativa as células tradicionais.

Eletrodo de
trabalho
Eletrodo de -
referencia Contra-eletrodo
'\.\_‘ "J

Figura 12 llustracdo de uma célula eletroquimica tradicional. (Santos 2012)

Um sistema minituarizado tem vantagens frente ao modelo tradicional pois o sistema
eletroquimico funciona por polarizacdo da interface eletrodo/solucéo eletrolitica fazendo que
se crie uma diferenca de concentracdo entre a superficie do eletrodo e o seio da solugdo e, por
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transporte de massa, o analito novamente chega a superficie do eletrodo pra ser analisado. A
velocidade de transferencia eletronica depende do potencial quimico e da concentracdo tanto
do analito quanto do eletrodo em processos governados por difusdo. (Ohlweiler 1981) Assim,
em um sistema miniaturizado o analito chegaria a superficie do eletrodo de forma mais
facilitada, pois o seio da solucéo seria menor em distancia, considerando a mesma conjuntura
de sistema eletroquimico.

A interface polarizada eletrodo/solucdo é denominada dupla camada elétrica, como
pode ser visto na figura 13 quando na superficie do eletrodo é aplicado um potencial, as
cargas ionicas opostas presentes na solucao eletrolitica tendem a se organizar para neutralizar
a polarizacdo gerada pelo potencial aplicado (a), e conforme a energia do potencial aplicado é
aumentada existe o aumento da distancia da dupla camada (b).

g 2 — 300 A —
Elétrodo | Solugio

@) (b)

Figura 13 Dupla camada elétrica na interface eletrodo/solucéo (a) modelo (b) potencial vs.
distancia. (Ohlweiler 1981)

A CV consiste na aplicacdo de potencial entre o eletrodo de trabalho e um eletrodo
auxiliar (contra-eletrodo) mantendo o potencial do eletrodo de referéncia constante, e como
resposta mede-se a corrente gerada por esse sistema. Essa técnica se baseia nas reacdes que
ocorrem na regido de dupla camada elétrica, onde a corrente gerada € utilizada para fornecer
informacdes, termodindmicas, cinéticas e mecanisticas, que sdo empregadas para a
caracterizagdo qualitativa do dispositivo estudado. A resposta de corrente da CV sofre
influéncia do transporte de massa, transporte de carga e de reagdes advindas de transferéncias
eletronicas.

O transporte de massa trata-se da locomocdo de espécies do meio da solucdo para a
regido de dupla camada elétrica e essa locomogdo pode ocorrer por trés processos distintos;

(i) migracéo; trata-se da atracdo ou repulsdo entre as espécies presentes em solucdo e o
eletrodo de trabalho,
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(ii) difusdo; é a movimentagdo espontanea das espécies do analito que se locomovem do meio
da solugdo eletrolitica para interface eletrodo/solugéo, devido a um gradiente de concentragdo
gerado pelo consumo das espécies, pelas reacdes de oxi-reducao, na superficie do eletrodo

(iii) e conveccdo; que trata-se da perturbacdo mecanica advinda de um agente externo ao
sistema eletroquimico.

Nas analises eletroquimicas busca-se diminuir os efeitos causados por migracao e
convecgdo, para que o transporte de massa s6 seja produto de difusdo. Para minimizar os
efeitos de migracdo dificulta-se a polarizagdo das espécies através da introducdo de excesso
de eletrdlito ndo reativo na solugdo. A conveccdo é minimizada eliminado agentes externos
que possam causar perturbacdo mecénica como, por exemplo, o borbulhamento de gas
durante a anélise.

Na regido de dupla camada elétrica ocorrem as transferéncias de carga e as reacfes
quimicas advindas de transferéncias eletronicas, essas reacdes geram corrente elétrica na
superficie do eletrodo e quando a corrente é devido a oxi-reducdo das espécies na interface
eletrodo/solucdo ela é chamada de corrente faradaica, que é a corrente de interesse para
analise do analito, porém quando a corrente vem da carga polarizada na dupla camada elétrica
esta é chamada de corrente capacitiva, que ndo fornece informagdes sobre as reacdes do
analito.

A curva de corrente vs. potencial é chamada de voltamograma, como pode ser visto na
figura 14 (a). Na VC os potenciais sdo variados entre dois eletrodos em fungdo do tempo e a
responda de corrente de cada potencial pode ser visto no voltamograma (b) que contém o pico
catddico (de oxidacdo) e o anddico (de reducdo) deste processo.
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Figura 14 (a) Forma de aplicacéo do potencial na voltametria ciclica (b) Resposta de corrente
para cada potencial aplicado. (Santos 2012)

As voltametrias de pulso diferencial, como a de onda quadrada, tem como
caracteristica comum a corrente de resposta variando tanto com a largura do pulso, quanto
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com o degrau de potencial que é aplicado no eletrodo de trabalho para a promocdo do
processo faradaico.

A DPV tem como objetivo diminuir a influéncia da corrente capacitiva, pois quando
se aplica um potencial em forma de onda quadrada simétrica de amplitude AE, sobreposta a
uma rampa de potencial na forma de escada caracterizada pela amplitude AEs, largura (a) e
periodo T no eletrodo de trabalho, a leitura da corrente capacitiva € minimizada pois esta é
medida ao final da aplicacdo do pulso, o processo de aplicacdo pode ser observado na figura
15 (a) e a resposta de corrente para cada potencial aplicado pode ser observado em (b).

a) b)
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Figura 15 (a) Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada (b) Resposta
de corrente para cada potencial aplicado. (Santos 2012) (De Souza 2003)

4. Perspectivas

Dentro da analise quantitativa € determinante que as sondas sigam padrfes para
garantia das analises efetuadas em grau analitico e estatistico. Para obter informacdes
analiticas sobre a sensibilidade do metodo é necessario avaliar as figuras de mérito como a
sensibilidade analitica, coeficiente de correlagdo, robustez limite de deteccdo e quantificagéo,
que sdo encontrados a partir da curva analitica do procedimento.

A sensibilidade analitica determinada é obtida pelo coeficiente angular “slope” da
curva analitica e mede quanto o método consegue distinguir concentragdes proximas. Esse
dado deve ser analisado junto ao coeficiente de correlacdo que mede a linearidade da curva,
que significa dizer que existe uma relacio linear ideal (r> = 1) entre corrente e concentragao.
O limite de deteccdo (LOD) refere-se a quantidade do analito que pode ser detectada pelo
método, mesmo que ndo se possa quantifica-la. O limite de quantificacdo (LOQ) refere-se a
menor quantidade do analito que realmente pode ser quantificado pelo método analitico. A
equacao que expressa o LOD e LOQ pode ser observada na Equacao 2:



onde;

LOX= Limite de deteccdo ou quantificacdo

s= Desvio padréo do branco

S= Coeficiente angular

c=3 para LOD e 10 para LOQ

S

Lox ==
S
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Equacéo 2

Deste modo, a Tabela 1, que contém o limite de deteccdo de alguns sensores para
oxidagéo de glicose pode ser utilizada como parametro de comparagéo entre o sistema a ser
sintetizado e outros trabalhos encontrados na literatura, tanto de biossensores como de
sensores ndo enzimaticos.

Tabela 1 Comparacdo do limite de deteccdo dos sistemas eletroquimicos ndo enzimaticos e
biossensores.

Sensores LOD (uM) Referéncias
Cuz0/Carbon Vulcan XC-72 2,40 (El Khatib e Abdel Hameed 2011)
Cu/MnO2-modified glassy carbon 0,10 (Meng, Sheng e Zheng 2012)
Gold Micropillar Array 60,00 (Prehn, et al. 2012)
Sensores Pt/Ni nanowires 1,50 (Mahshid, et al. 2011)
Nickel/Copper modified TiO> 5,00 (Li, et al. 2013)
Nao Composite of Cu / Nanotube 2,00 (Zhao, et al. 2013)
Ordered Mesoporous Carbon 20,00 (Ndamanisha e Guo 2009)
Enzimaticos CuxO 49,00 (Li, et al. 2010)
CuO/CuOx 0,05 (Satheesh Babu e Ramachandran 2010)
CuO/Cu 1,00 (Satheesh Babu, et al. 2010)
Nickel Oxide/ Nanotube 0,06 (i, et al. 2014)
Platinum on poly (glutamic acid) 11,00 (Zhou, et al. 2013)
Platinum Nanoflowers/Graphene 2,00 (WU, et al. 2013)
Nickel (I1) oxide/Graphene 5,00 (Zhu, et al. 2013)
Manganese Oxyhydroxide/ Graphene 0,20 (Wushuang, et al. 2014)
Graphene functionalized 10,00 (Mallesha, et al. 2012)
PMMA microreactor 1,40 (Ferreira, et al. 2013)
Platinum/Nanotube/Lectin 0,40 (W. Li, etal. 2011)
GOx/Graphene 1,70 (Qianfang, Dan e Zaijun 2012)
Sensores GOx/Hydroxypatite TiO> 2,00 (Li, et al. 2012)
NiONPS- GOx 110 (Erdem, Zeybek e Aydogdu 2014)
Enzimaticos Rh-GOx 30,0 (Guo, et al. 2014)
Pt/Iron Oxide/Nanotube/GOx 2,00 (J. Li, et al. 2010)
Pt doped TiO2/Nanotube/GOx 1,00 (Han, Zhu, et al. 2010)
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Para obter informac@es estatisticas sobre a validade do método é necessério avaliar
suas performances dentro do campo de validacbes de hipdteses como, por exemplo, a
validagdo estatistica pelo teste de Student ou teste t-Stundent, que pode ser utilizado para
refutar ou confirmar hipoOteses imperativas sobre o funcionamento ou comparacdo de
dispositivos e suas caracteristicas em uma mesma variavel. O teste de Student é definido,
deforma geral, pela equacéo 3.

i

S .," \."' n

t
Equacéo 3

Onde;

X= Média da amostra

p= Medida da populagéo=en = Tamanho da amostra
s/\n= Desvio padréo

Deste modo, a partir dos conceitos de sintese, caracterizacdo, comparacao possiveis
aplicacdes apresentados neste trabalho entende-se que seja possivel desenvolver sondas
eletroquimicas ndo enzimatica para deteccdo de glicose a partir da sua oxidacao.
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