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Resumo

Dendrimeros sdo polimeros isomoleculares com uma arquitetura bem definida
que encontram um grande potencial para aplicacdo em medicina, incluindo diagndstico e
procedimentos terapéuticos. Bioconjugados de dendrimeros e enzimas sdo de grande
interesse para aplicacdes em biossensores clinicos pelo fato das propriedades quimicas
destes materiais poderem ser adequadamente controladas. Neste trabalho, dendrimeros
de poli(amidoamina) (PAMAM) de geracdo 4 (G4) foram sintetizados via rota
divergente e caracterizados por espectroscopia UV-Vis, FTIR e NMR. A condutividade
do dendrimero PAMAM ¢ dependente de seu nimero de geracdo. Para uma melhor
compreensdo das propriedades do transporte eletronico nos filmes de PAMAM, foi
proposto um modelo tedrico para a explicacdo da dependéncia entre a condutividade
elétrica do dendrimero e o nimero de geracgdo através de métodos da quimica quéntica.
As propriedades dos filmes finos de ITO como eletrodo em um biossensor de glicose
baseado no bioconjugado de dendrimeros poli(amidoamina) (PAMAM)-Glicose oxidase
(GOx)-Peroxidase (HRP) (PAMAM-GOx-HRP), séo apresentadas. A grande afinidade
eletrénica (ou funcéo trabalho) dos filmes finos de ITO é adequada para promover o
transporte eletrdnico da reacdo redox enzimaticamente catalisada na interface do
nanobiossensor PAMAM-GOXx-HRP. Filmes nanoestruturados de ITO (100-200 nm)
foram depositados em substrato de vidro pela técnica de deposicdo quimica a partir da
fase vapor (CVD). Os filmes de ITO obtidos foram caracterizados por espectroscopia
UV-Vis e difratometria de raios-X. A superficie do filme de ITO apresentou boa
transparéncia otica, resultado de sua estrutura cristalina nanométrica. O bioconjugado
PAMAM-GOx-HRP foi depositado em filmes finos de ITO. As propriedades sensoras
do biossensor de glicose obtido neste trabalho se mostraram convenientemente
adequadas em termos de sensibilidade e tempo de resposta no monitoramento de glicose,

caracteristicas essas, desejaveis para um dispositivo biossensor.

Palavras-chave: biossensor de glicose, filmes de ITO, dendrimeros PAMAM, diabetes

melito.
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Abstract

Dendrimers are isomolecular polymers with a very well controlled architecture
that have many potential applications in medicine, including diagnosis and therapeutic
procedures. Bioconjugated dendrimers and enzymes are of great interest for clinical
applications in biosensors design because of the way in which their chemical properties
can be tailored. In this work, the poly(amidoamine) dendrimer (PAMAM) of generation
4 was synthesized by divergent route and characterized by UV-Vis, FTIR and NMR
spectroscopy. The electrical conductivity of the PAMAM dendrimers was dependent of
their generation number. To better understand the electronic transport through PAMAM
films a molecular theoretical model using the quantum chemistry method was
developed. The properties of a thin film of indium tin oxide (ITO) contact as a hole-
injecting material for the design of glucose biosensors based on the bioconjugated
poly(amide amine) dendrimers (PAMAM)-Glucose oxidase (GOx)-Peroxidase (HRP)
(PAMAM-GOx-HRP) thin films is presented. The fairly large electron affinities (or
work function) of ITO thin films may be adequate to improve the electron transfer
processes at redox-enzyme interface of the PAMAM-GOx-HRP nanobiosensor.
Nanosized thin layers (1-2 nm) of ITO were obtained on a glass substrate through the
chemical vapor deposition (CVD) technique. The synthesized ITO thin film was
characterized by using UV-Vis spectroscopy and X-ray diffraction technique. The
surface of the ITO thin film was smooth and presents high transparency as the result of
the nanosized crystallites of ITO. The bioconjugate PAMAM-GOx-HRP was deposited
onto ITO crystalline films. The biosensing properties of the obtained glucose biosensor
were sufficiently reproducible and the response times measured with respect to glucose

concentration meet the requirement for glucose biosensor elements

Keywords: glucose biosensor, ITO films, PAMAM dendrimers, diabetes mellitus.



Capitulo 1 - A glicose e o diabetes melito 1

Capitulo 1 — A glicose e o diabetes melito

1.1 — O metabolismo da glicose no organismo

A glicose ou dextrose é um carboidrato do tipo monossacarideo encontrada
em varios frutos podendo ser obtida industrialmente pela hidrélise do amido.! A
glicose tambeém é chamada de acglUcar do sangue, pois € 0 acucar mais simples que
circula nos vasos sanguineos. A Figura 1.1 mostra a formula estrutural da molecula
de glicose. Observa-se a presenca de seis atomos de carbono bem como a presenca
de um grupo aldeido, dessa forma, a glicose recebe a designacdo de aldo-hexose

segundo a classificacdo dos glicideos.

Figura 1.1 - Formula estrutural da molécula de glicose.

No metabolismo, a glicose é uma das principais fontes de energia fornecendo
quatro kilocalorias de energia por grama de glicose. Na obtencdo de energia, uma
molécula de glicose é degradada em uma série de reacBes catalisadas por enzimas
para liberar duas moléculas de &cido piravico. Este processo é conhecido como
glicolise e se divide em duas partes. O processo de metabolismo da glicose é

ilustrado na Figura 1.2
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Figura 1.2 - Representacao esquematica do metabolismo da glicose no organismo: 1°
fase (a) e 2° fase (b).
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A primeira fase da glicolise vai até a formacdo de duas moléculas de
gliceraldeido-3-fosfato e caracteriza-se como uma fase de gasto energético de duas
moléculas de ATP (adenosina trifosfato) através de duas fosforilagcBes ocorridas. A
segunda fase da glicolise é caracterizada pela producdo energética de quatro ATPs
em reacOes oxidativas catalisadas enzimaticamente, que sdo independentes de
oxigénio. Neste caso, o transporte de hidrogénio na reacdo de desidrogenacao se da
através do NADH. Observa-se na Figura 1.2 que o rendimento energético liquido
final do metabolismo anaerébio da glicose sdo duas moléculas de ATP.?

Na presenca de oxigénio, o piruvato formado na glicélise é oxidado nas
mitocdndrias, havendo a formacdo de acetil-CoA e a liberacdo de uma molécula de
CO, por cada piruvato oxidado. Este processo é conhecido como ciclo de Krebs. Sem
a presenca de oxigénio o piruato é transformado em lactato ou etanol. Isso ocorre
basicamente para regenerar o poder oxidante do NADH.

Para que o metabolismo da glicose no organismo ocorra normalmente é
necessario que o pancreas esteja em seu perfeito funcionamento. As células beta
presentes nas ilhotas de Langerhans do pancreas séo responsaveis pela producdo do
horménio insulina. Este hormonio, por sua vez, tem a finalidade de promover o
transporte da glicose para as células.®

A acdo da insulina (Figura 1.3) tem inicio por sua ligacdo a substratos
receptores de insulina (IRS) presentes na membrana plasmatica. A insulina induz a
autofosforilacdo do receptor; o que desencadeia uma série de reacdes de
fosforilagéo/desfoforilacdo, incluindo a ativacdo da enzima fosfatidilinositol 3-
quinase (PI13K). Essa enzima promove a ativacdo das proteinas que estdo contidas

nas vesiculas, as quais contém transportadores de glicose (GLUT4). Uma vez
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ativados, os GLUT4 promovem a entrada da glicose na célula onde entdo a energia é

obtida (Figura 1.2).

D-Giicose ) Insulina

Figura 1.3 - Mecanismo de transporte de glicose pela a¢do da insulina.

A deficiéncia de insulina, ou uma falha em sua producdo por parte do
pancreas, resulta em altos niveis de glicose no sangue, uma vez que a glicose nédo
entra na célula. Dessa forma, o organismo humano esta sujeito ao aparecimento de
uma doenga cronica denominada diabetes melito. Esta doenga tem despertado a

atencdo dos orgéos de salde pelo seu avango a nivel mundial.
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1.2 — O diabetes melito

O diabetes melito envolve um grupo de doencas metabolicas caracterizadas
por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecéo de insulina e/ou em sua acdo.” A
sua descoberta é datada do século XV antes de Cristo, no Egito antigo, onde se fazia
mencdo de sintomas relacionados ao diabetes. Porém, foi Areteu da Capaddcia, no
século Il da era cristd, que deu o nome de diabetes a doenca que tinha como principal
sintoma o elevado consumo de agua por parte do enfermo. Atualmente, sabe-se que o
diabetes se manifesta de véarias formas possiveis, sendo suas formas mais frequentes
o diabetes tipo 1, tipo 2 e o diabetes gestacional.?

O diabetes tipo 1 é a forma mais agressiva da doenca. No diabetes tipo 1
ocorre uma destruicdo das células beta produtoras de insulina. O organismo entende
que essas células sdo corpos estranhos e passa a destrui-las. Este fenbmeno é
conhecido como resposta auto-imune. A ciéncia ainda ndo possui um mecanismo
para esse fato, porém, fatores hereditarios parecem estar ligados ao surgimento do
diabetes tipo 1.

Bem mais comum que o diabetes tipo 1, o diabetes tipo 2 possui um fator de
hereditariedade ainda maior que o primeiro e a obesidade, bem como o sedentarismo
sdo fatores que estdo relacionados a esse tipo de diabetes. A maioria dos diabéticos
tipo 2 sdo pessoas obesas, sendo que a maior incidéncia ocorre apés os 40 anos.

A ingestdo em demasia de agUcar induz a produgdo de uma grande quantidade
de insulina; o que leva ao metabolismo de uma quantidade maior de glicose,
resultando em baixos niveis de glicose no sangue (hipoglicemia). A hipoglicemia
leva 0 pancreas a se “acomodar” com a ndo producéo de insulina e quando a glicemia
se torna alta novamente (freqliente ingestdo de agUcar, por exemplo), o pancreas ja

ndo produz toda a insulina suficiente.
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Portanto, o diabetes tipo 2 € caracterizado pela secrecdo inadequada de
insulina pelo péancreas; assim sendo, as células ndo conseguem metabolizar toda a
glicose contida na corrente sanguinea (resisténcia insulinica).

Por fim, o diabetes gestacional é a alteracdo das taxas de glicose no sangue
que aparece ou € detectada pela primeira vez na gravidez. A doenca pode persistir ou
desaparecer ap0s o parto.

Nos estagios mais avangados da doenca, o diabetes pode causar cegueira total
(retinopatia), infarto do miocardio, paralisacdo total ou parcial dos rins (nefropatia) e
necrose, acarretando, assim, a morte do doente.’

Existe uma grande preocupacao quanto ao numero de diabéticos no Brasil e
no mundo. Atualmente as estatisticas apontam que cerca de 194 milhdes de pessoas
sofrem de diabetes e outros 140 milhdes poderdo desenvolver a doenga nos proximos
20 anos a nivel mundial. Somente no Brasil, estima-se que cerca de 7 milhdes de

pessoas desenvolverdo diabetes até 0 ano de 2024 (Figura 1.4).2

1001

4001
§ 300+
E _
~ 2001 E Brasil
% B Mundo
1S

2004 2024

Figura 1.4 - NUmero de diabéticos no Brasil e no mundo e uma projecdo de sua

evolucdo até o ano de 2024.2
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Acredita-se que no Brasil o aumento da incidéncia do diabetes deve-se a
crescente urbanizacdo, o0 que leva ao sedentarismo e ao consumo excessivo de
alimentos industrializados com elevados teores de gordura, os quais favorecem o
aumento de peso e conseqiientemente o aumento do risco relacionado ao diabetes.™®

A taxa de glicemia, dentro dos niveis fisiologicos normais, situa-se entre 80 e
110 mg.dL! em jejum e em torno 140 a 200 mg.dL™ apés alimentagdo.™* Niveis de
glicose, acima dos citados acima, caracterizam a pré-disposicdo ao diabetes, sendo
necessario um tratamento preventivo para controle da glicemia sangiiinea. O
acompanhamento clinico do paciente é indispensavel para impedir as graves

consequiéncias dessa enfermidade.

1.3 — Analise clinica do diabetes melito

A andlise clinica do diabetes melito é estabelecida pela medida da glicemia
no soro ou plasma sanguineo apds um jejum de 8 a 12 horas. Tal analise envolve
técnicas espectrofotométricas utilizando-se equipamentos de grande porte como
espectrofotdmetros automatizados (ou nao) ou microanalise através de biossensores.

O ensaio espectrofotométrico para determinacdo de glicose no sangue
envolve vérias etapas. Inicialmente faz-se a coleta do material e a separacdo do
plasma sanguineo. Uma solucdo de glicose oxidase (GOXx), peroxidase (HRP), 4-
aminofenazona e fenol é preparada e a ela adiciona-se alguns microlitros de plasma.
H& uma pausa de 10 minutos onde os reativos (plasma e solu¢do) sdo incubados em
banho-maria a 37°C, possibilitando entdo a determinagdo da concentracdo de glicose
fotometricamente.

Na presenca da enzima peroxidase, o peroxido de hidrogénio (H,0,)

resultante da oxidagéo da glicose pela enzima glicose oxidase, oxida compostos que
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ndo possuem absorcdo na regido visivel em compostos coloridos. A intensidade da
cor formada possui absorvancia maxima em 500-520 nm e é diretamente
proporcional a concentragdo do substrato (glicose) inicial.

Esta metodologia para a determinacdo da concentracdo da glicose foi
inicialmente descrito por Trinder em 1969.%% Tal método baseia-se na oxidacao da 4-
aminofenazona pelo H,O,, a qual combina-se com um composto fendlico para
formar uma quinonaimina colorida com alta absorvancia em 500-520 nm. Na Figura
1.5 tem-se 0 mecanismo da reacdo de Trinder. O tempo de reacdo para a formacao da
quinonaimina é de 10 minutos a temperatura ambiente (15-30 °C) ou 5 minutos a

temperatura de 37 °C."

N
HaC—

H
N 3
Hw_N/ Peroxidase
+ + 2 H202 —_— Yy + 4 HZD
H2

Fenol
4-Aminofenazona

Quinonaimina

Figura 1.5 - Reacdo proposta por Trinder para a oxidagdo da 4-aminofenazona.

Atualmente, testes de glicose mais rapidos e praticos podem ser efetuados
através de biossensores.* Tais dispositivos baseiam-se no sinal elétrico (corrente ou

tensdo) criado na oxidagdo da glicose pela enzima glicose oxidase (Figura 1.6). A
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reacao bioquimica ilustrada na Figura em 1.6 pode alterar o pH do meio devido a
formacdo de é&cido gluconico, criando uma diferenca de potencial (biossensor
potenciométrico). A polarizacdo do eletrodo pode gerar uma corrente devido a
oxidacdo do peroxido de hidrogénio (biossensor amperométrico). O sinal
amperométrico produzido é diretamente proporcional a concentracdo de glicose

presente na amostra a ser analisada.

Glicose oxidase

CH-OH - CH,OH
+ HO H O
H
OH H 0 +H0,
Glicose OH
H OH

+ 700 mV ou peroxidase
H,0, » 2H* . 2%

Figura 1.6 - Reacdo de oxidacédo da glicose em um biossensor.

Os biossensores tém se mostrado bastante Gteis em aplicacdes biomédicas.
Neste sentido, o desenvolvimento de fitas enzimaticas para o teste de glicemia
alcancou um sucesso consideravel em todo o mundo. Atualmente existem no
mercado farmacéutico biossensores para o ensaio clinico de varios hemometabdlicos,
como glicose, colesterol e triglicérides.® Entretanto, os biossensores sdo ainda de
custo elevado para a populagédo de baixa renda de nosso pais.

Considerando-se um aparelho biossensor para determinacdo de glicose, em

uma farmécia, o custo do aparelho (circuito digitalizador de sinais) estd em torno de

Biossensores de Glicose Nanoestruturados Baseados em Dendrimeros PAMAM e Filmes Finos de In,03:Sn



Capitulo 1 - A glicose e o diabetes melito 10

R$ 150,00, enquanto o custo das fitas enzimaticas é de R$ 2,50/fita (Figura 1.7).”
Alguns pacientes normalmente utilizam duas ou mais fitas por dia. Uma vez que o
salario minimo em nosso pais é de R$ 350,00, conclui-se facilmente que o custo de
um aparelho biossensor para determinacéo de glicose é consideravelmente elevado.
Um biossensor é formado essencialmente por uma enzima depositada em um
eletrodo. Uma vez que a enzima ndo pode ser depositada diretamente sobre o0s
metais, pois esta poderia ser inativada, novos materiais sao sintetizados para que
possam desempenhar a fungédo de suportes para o biocatalisador e a0 mesmo tempo
mediadores para o transporte de elétrons na interface. Neste contexto, as pesquisas
para o desenvolvimento e a caracterizacdo de materiais sintéticos que possam vir a
fazer parte do desenvolvimento de biossensores enzimaticos, tém se intensificado nas
Gltimas décadas. O namero de publicacdes relacionadas ao desenvolvimento de
biossensores de glicose é de 3658 segundo o portal isiknowledge. Esse nimero vem

evoluindo nos Gltimos 5 anos segundo a Figura 1.8."°

Figura 1.7 - Aparelho biossensor Accu-Chek Advantage Complete mais fita

enzimatica.

* Preco médio pesquisado na cidade de Itajub4-MG em junho de 2006.
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nGmero de artigos

2002 2003 2004 2005 2006

Figura 1.8 - Evolucéo dos trabalhos cientificos sobre biossensores de glicose ate
agosto de 2006."

O teste de glicemia através de um biossensor € rapido e préatico, sendo
possivel entdo, se efetuar o trabalho de prevencdo do diabetes atraves do
monitoramento da glicose no sangue utilizando-se um dispositivo de facil manuseio.

A Figura 1.9 ilustra um teste clinico de glicose utilizando-se um biossensor
comercial. Em nosso pais os biossenssores de glicose mais comum sdo produzidos
por multinacionais tais como Johnson & Johnson , Roche, Medlevenson e Glicomed.
Até o presente momento ndo se observa o desenvolvimento a nivel comercial de
biossensores para 0 monitoramento de glicose no sangue por empresas genuinamente

nacionais.
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Figura 1.9 - Teste clinico de glicose efetuado através de um biossensor comercial.

1.4 — Considerac0es finais

O diabetes € uma doenca que se caracteriza pelo alto nivel de glicose no
sangue (hiperglicemia). Esta doencga pode causar diversas complicagcfes, sendo que
no seu estagio mais avancado, o paciente pode vir a sofrer efeitos colaterais de
grande repercussao como a cegueira, infarto, nefrites ou mesmo a gangrena.

O numero de pessoas que sofrem de diabetes vem aumentando
significativamente no Brasil e no mundo. A perspectiva € que esse nimero aumente
ainda mais devido ao desenfreado processo de urbanizagdo pelo qual passa nossa
sociedade. O alarmante é que no Brasil apenas a metade dos diabéticos sabe que
possuem a doenga. Como um diagndstico precoce € sempre recomendado, a pesquisa
para desenvolver sistemas inteligentes (biossensores) para medida da glicemia
sanguinea tem se intensificado, visto que o método convencional colorimétrio e
demorado e de elevado custo relativamente a um dispositivo biossensor. Porém, para
a populacdo de baixa renda de nosso pais, 0 custo, bem como a manutencdo de um

biossensor, ainda € economicamente inviavel.
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Neste sentido, o custo elevado e a incipiente tecnologia existente em nosso
pais referente ao desenvolvimento de biossensores nos motivam a iniciar a pesquisa
de um biossensor para a monitoracao de glicose.

O principio de funcionamento de um biossensor é norteado por VAarios
principios da eletroquimica. Os aspectos relevantes referentes a esses sistemas bem
como o principio de operacdo dos principais tipos de biossensores é abordado no

préximo capitulo.
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Capitulo 2 — Biossensores clinicos: conceitos gerais e evolucao

2.1 — Aspectos gerais

Biossensores sdao dispositivos hibridos do tipo chip material bioldgico
capazes de converter uma reagdo bioldgica/bioquimica em um sinal apropriado. Este
sinal pode ser potenciométrico, amperométrico, condutimétrico, dptico, piezelétrico
ou entalpimétrico."” O sinal criado é proporcional & concentra¢io do analito, também
conhecido como substrato. Com isso, ocorre a uniao da especificidade dos sistemas
biologicos com a engenharia, oferecendo uma ferramenta versatil para ser utilizada
em analises clinicas.

Os biossensores contém como espécies imobilizadas biocatalisadores
necessarios para deteccdo de determinados analitos. Os materiais bioldgicos
imobilizados nas superficies dos transdutores podem ser de varios tipos, tais como,
tecidos celulares, microorganismos, organelas, membranas, enzimas, anticorpos,
dentre outros.’

Na Figura 2.1 sdo mostrados os componentes basicos de um biossensor. Em
(a), tem-se o biocatalisador. Neste local ocorre a reacdo bioquimica responsavel pela
geracao do sinal. O sinal € entdo convertido em um sinal elétrico no transdutor (b),

amplificado em (c) e entdo processado (d).
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Figura 2.1 - Componentes basicos de um biossensor: biocatalisador (a), transdutor

(b), amplificador (c), processador (d).

O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lions em 1962, o qual
ficou conhecido como "eletrodo enzimatico". Desde entdo, diversos tipos de
biossensores foram desenvolvidos para os mais diversos tipos de andlises clinicas. O
monitoramento de hemometabdlicos no sangue humano (como glicose e uréia), a
detec¢do de atividades bacterianas (principalmente em alimentos), a deteccdo de
tipos especificos de proteinas bem como a determinagdo da concentragdo de certos
fons em solugdes biologicas, tem despertado a atengio de vérios pesquisadores.”’

Biossensores contendo enzimas como materiais biocataliticos sdo
denominados biossensores ou eletrodos enzimaticos. Estes sdo usados em uma série
de determinacdes analiticas (Tabela 1), das quais, a detec¢do da taxa de glicose
(analito de informagdo vital para o controle do diabetes) no sangue ¢ mais comum do

. . 18
ponto de vista comercial.
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Tabela 1 - Alguns eletrodos enzimaticos utilizados em determinagdes analiticas °.

9

17

Analito Enzima Espécie monitorada
Glicose Glicose oxidase Pt(H,0,)/0,
Uréia Urease NH3/NH,4
Acido arico Uricase 0,
Alcool Alcool oxidase 0,
L-tirosina Tirosina descarboxilase COo,
Oxalato Oxalato oxidase 0,
Salicilato Salicilato hidroxilase 0,
Creatinina Creatininase NH3
Ascorbato Ascorbato oxidase 0,
L-lisina lisina descarboxilase Co,
AcgUcar Invertase ou glicose oxidase Pt(H,0,)/0,
Lactato Lactato dehidrogenase 0,

Desde o eletrodo de Clark, um notéavel progresso foi alcancado em quatro

décadas quanto ao desenvolvimento de biossensores para analise clinicas, em

especial, destaca-se o desenvolvimento e/ou aprimoramento dos biossensores

amperométricos, potenciométricos, oOpticos, piezoelértricos e calorimétricos. O

principio basico de funcionamento destes dispositivos € relatado a seguir.

2.1.1 — Biossensores amperométricos

Os biossensores amperométricos baseiam-se em reagdes de transferéncia de
elétrons (oxi-reducao) entre o material biocatalitico e o analito com um eletrodo de
referéncia polarizado a uma tensdo pré-determinada.'® O primeiro biossensor

amperométrico foi desenvolvido por Updike e Hicks, em 1967, para a medida de
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glicose, no qual se fazia uso do eletrodo enziméatico desenvolvido por Clark e
Lions."

Os biossensores amperométricos sao classificados de acordo com o processo
envolvido na transferéncia de cargas em trés grupos: biossensores amperométricos de
primeira, segunda e terceira geragdes, como pode ser ilustrado na Figura 2.2.

Os biossensores amperométricos de primeira geragdo trabalham a altos
potenciais e baseiam-se na diminui¢dao da concentragdo de oxigénio, onde dois
eletrodos sdo separados da amostra por uma membrana permeavel a géas (Figura 2.3).
Neste caso, o oxigénio difundido através da membrana ¢é reduzido em um eletrodo
catodicamente polarizado na presenca de um eletrodo de referéncia."’

Os biossensores amperométricos, se baseiam também na deteccdo da
concentragdo de perdxido de hidrogénio, quando este é oxidado em um eletrodo
polarizado anodicamente, gerando assim o sinal elétrico.

O principio de funcionamento de um biossensor de segunda geracao se baseia
no uso de um mediador para transferéncia de carga entre o sitio ativo da enzima ¢ a
superficie do eletrodo, a fim de se diminuir o potencial aplicado no eletrodo de
trabalho."® Esses mediadores eletrénicos podem ser materiais orgdnicos, inorginicos
ou complexos de metais de transi¢do e ainda polimeros condutores. Os mediadores
de elétrons mais utilizados ultimamente em biossensores sdo cobalto-ftalocianina e
derivados de ferroceno pelo fato destes compostos possuirem baixos potenciais de
oxi-reducdo.'*'°.

Finalmente, os biossensores de terceira geragdo se caracterizam pela
transferéncia direta de elétrons entre a enzima e a superficie do eletrodo, trabalhando

. |
a baixos potenciais.'’
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Os biossensores amperométricos sao aplicados na industria, na medicina € no
monitoramento do meio ambiente. Eles ddo uma analise mais precisa do analito a ser
medido, pois a relagdo entre a quantidade de substrato e o sinal criado varia

linearmente de acordo com a equagio:'®
[=nFAv,, (2.1)
onde I € a corrente criada na rea¢dao, n o numero de elétrons transferidos, A a area do

eletrodo, F a constante de Faraday e v, a taxa em que a reagdao ocorre, sendo esta

proporcional a concentragdo do substrato.

£ 2
2 S
g §
& o
+
T
o + A_j
o E } £ - Enzima ‘E £
23 3 g 3
: I S Ay
2 =
= =
| ]
E'I e E'I E'I
(@) (b) ©

Figura 2.2 - Representa¢do esquematica para biossensores amperométricos segundo
o processo de transferéncia de cargas. 1° geragdo (a), 2° geragao (b), 3°

geracao (c)."?
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Figura 2.3 - Representagdo esquematica de um biossensor amperométrico de 1°
geragdo: Um potencial ¢ aplicado entre o catodo de platina e o anodo de
prata, gerando uma corrente (I) que escoa entre os eletrodos por meio de

uma soluc¢ao saturada do KCI.

2.1.2 — Biossensores potenciometricos

Os biossensores potenciométricos sdo dispositivos do tipo ions-seletivos e sdo
constituidos por uma membrana contendo biocatalisadores imobilizados onde ocorre
a reacgdo catalisada enzimaticamente. Neste tipo de biossensor, a geragdo de protons
H" altera o pH do meio e uma diferenca de potencial é criada entre um eletrodo de

. , .19
referéncia e o eletrodo ion-seletivo.
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A resposta de um biossensor potenciométrico ¢ dada pela equagdo de

Nernst:>°
E= E0 +Eln([i]) (2.2)
zF

sendo E o potencial medido, Ey € o potencial caracteristico do meio, R a constante
universal dos gases, T a temperatura absoluta, z o nimero de cargas trocadas na
reacdo, F a constante de Faraday e [i] a concentracdo de ions livres presentes na
solucao.

Um desenvolvimento recente de biossensores potenciométricos ¢ a producao
de transistores de efeito de campo fon-seletivos (ISFETs).”' Um ISFET, é um
MOSFET (transistor de efeito de campo metal-6xido semicondutor) modificado. A
diferenga entre os dois dispositivos baseia-se no fato de que o eletrodo porta do
MOSFET ¢ substituido por um eletrodo de referéncia contido em uma solucio e em
contato com o 6xido da regido da porta, agora ndo mais existente. O contato entre o
oxido e o eletrodo de referéncia ¢ feito geralmente através de uma solugdo
eletrolitica. Uma alteracdo do potencial da solucdo controla o fluxo de corrente entre
os eletrodos fonte e dreno do ISFET. A Figura 2.4 ilustra a estrutura fisica de um

ISFET comparativamente a um MOSFET.
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Figura 2.4 - Estrutura fisica de um MOSFET (a) em comparagdo com um ISFET (b).

A imobiliza¢do de enzimas na porta do ISFET/MOSFET, permite a utiliza¢ao
destes dispositivos como biossensores. Sdo os chamados ENFET’ s (Transistores de
Efeito de Campo Enzimaticos). Neste caso ¢ a reagdo catalisada pela enzima que
altera o potencial do meio, sendo esta alteragdo proporcional a concentracdo do
analito.”

A vantagem desses dispositivos ¢ a possibilidade do uso da microeletronica
na sua producdo, o que possibilita a confeccdo em larga escala. Em contra partida, a
principal desvantagem ¢ a dificuldade de isolamento do FET do meio reacional, o

. . . 21
que pode influenciar no desempenho do biossensor.

2.1.3 — Biossensores opticos
Biossensores Opticos baseiam-se na determinacdo das mudangas de absor¢ao
de radiacdo eletromagnética na regido do visivel/infravermelho entre os reagentes e

~ . o~ . 23
produtos da rea¢do, ou na medida da emissdo de luz por um processo luminescente.
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A forma mais comum envolve o uso de tiras colorimétricas, as quais, contém
enzimas oxi-redutoras e uma substincia capaz de mudar suas propriedades Opticas
em resposta a uma mudanga nas condigdes do meio (cromogeno). O produto gerado
na reacao entre a enzima ¢ o analito (na maioria das vezes H;0;), oxida o
cromogeno. A absorvancia do composto formado € proporcional a concentracao do
analito a ser determinada.

Atualmente o uso mais comum de biossensores Opticos ¢ no controle do
diabetes pela determinacdo do nivel de glicose no sangue usando-se as enzimas
glicose oxidase (GOx) e peroxidase (HRP), juntamente com o composto que ndo
obsorve luz na regido do visivel (400-700 nm).** O peréxido de hidrogénio (H,05)
resultante da oxidagdo da glicose pela GOx, na presenga da HRP, oxida o composto
sem absorvancia no visivel em um composto colorido. A avaliagdo das tiras tingidas
¢ feita pelo uso de medidores portateis de reflectancia ou pela comparagdo com um
sistema colorido previamente elaborado.

Um modelo elegante de biossensores opticos sdo biossensores baseados na
técnica de ressonancia de plasmons de superficie (SRP). Plasmons de superficie (SP)
sdo ondas eletromagnéticas com densidades de cargas eletromagnéticas longitudinais
ou transversais que se propagam ao longo de uma interface metal/dielétrico.” Na
SPR a quantificacdo da espécie de interesse ¢ realizada por medidas do indice de
refracdo, quantidade de luz absorvida, propriedades fluorescentes das moléculas
analisadas ou um meio de transdugdo quimico-6ptico. A técnica de ressondncia de
plasmons de superficie (SRP) baseia-se nas propriedades Opticas, podendo ser
empregada para estudos de fendomenos de superficie, monitorando a medida da
mudan¢a do indice de refragdo, devido, por exemplo, a ligagdo de uma camada

organica a superficie do metal. O sucesso da técnica da ressonancia de plasmon de
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superficie para aplicacdes biotecnologicas deve-se ao fato da SPR permitir o calculo
das cinéticas de interacdes biomoleculares em tempo real com um alto grau de

sensibilidade.?®

2.1.4 — Biossensores piezoelétricos

Piezoeletricidade é a propriedade dos cristais de gerar uma tensdo em resposta
a uma vibracdo externa. Este efeito é reversivel e, dessa forma, todos os cristais
piezoéletricos vibram na presenca de um campo elétrico. A freqiiéncia (f) dessa
vibragdo depende da espessura e do corte do cristal, sendo que cada cristal possui
uma freqiiéncia de vibragdo caracteristica. Essa freqiiéncia caracteristica muda
quando o cristal absorve ou desorve moléculas em sua superficie. A relagdo entre o
transporte de massa na superficie do cristal piezoelétrico e o sinal deste transdutor ¢
dada por: *’

2
e Kp.f Am

A , (2.3)

sendo, Af ¢ a variagdo da freqiiéncia caracteristica, Am ¢ a variacdo da massa do
material adsorvido, K, ¢ uma constante dependente cristal e A € a area de superficie
adsorvida.

Como a variagdo de freqiiéncia ¢ proporcional a variagdo de massa do
material adsorvido, tal variacdo pode ser determinada por circuitos eletronicos
através de impedancia. Portanto, esses tipos de biossensores contém enzimas
imobilizadas em cristais piezoelétricos que funcionam como transdutores do sinal
elétrico produzido na interface.”’

Um bom exemplo de um biossensor piezoelétrico ¢ um transdutor para a

detec¢do de formaldeido. Este biossensor ¢ basicamente formado por dehidrogenase
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imobilizada em um cristal de quartzo. Esse sistema demonstrou boa sensibilidade ao
f ; 28
ormaldeido gasoso.

O principal inconveniente dos biossensores piezoelétricos € a interferéncia da
umidade atmosférica na medida e a dificuldade em usa-los para a determinacao de
analitos em solucdo.”’ Entretanto, biossensores piezoelétricos sdo relativamente

baratos, pequenos e capazes de dar uma resposta rapida.™

2.1.5 — Biossensores calorimétricos

Muitas reagdes que sdo catalisadas enzimaticamente sdo exotérmicas, ou seja,
geram calor. Dessa forma, os biossensores calorimétricos baseiam-se na medida da
variagdo de temperatura entre a entrada e a saida de uma pequena coluna contendo
um biocatalisador (enzima) imobilizado.’’ Tal medida ¢ efetuada através de
termistores, um tipo de resistor usado para medir mudangas de temperatura baseado
em variagdes de sua resisténcia com a mesma. Neste caso, a variagdo da resisténcia

R B ~ 1
elétrica com a temperatura, obedece 4 relagio:’

R eB[T'sz (2.4)

sendo, R, e R, as resisténcias dos termistores nas temperaturas absolutas T, e T,e

B é uma temperatura constante caracteristica do termistor.

A principal vantagem de um biossensor calorimétrico ¢ sua ampla
aplicabilidade em processos biotecnologicos ou de interesse clinico, aliado a
possibilidade de uso em solugdes concentradas. Porém existe a dificuldade de se
manter a temperatura do biocatalisador constante, fato que pode levar a desnaturagdo

da enzima, afetando assim o funcionamento do biossensor.
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2.2 — Consideragdes finais

Os biossensores sao dispositivos compactos que sao capazes de fornecer uma
resposta quantitativa ou semiquantitativa para o monitoramento de diversos analitos.
Tais dispositivos sao classificados de acordo com o sinal que ¢ gerado na interface
como resultado da reagdo entre o analito e o material bioldgico (na maioria das vezes
enzimas) imobilizado em sua superficie. A determinagdo de hemometobolicos no
sangue humano tem sido a principal area de interesse na pesquisa em biossensores,
dos quais, a glicose ¢ destaque, tendo em vista que a medida de glicemia sanguinea

controla o diabetes.

A 1imobilizagdo de biocatalisadores em sistemas hibridos organicos-
inorganicos pode contribuir significativamente para a performance de um biossensor.
Os aspectos fundamentais sobre a agdo das enzimas bem como os métodos de

imobilizacao destes biocatalisadores sdo descritos no proximo capitulo.
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Capitulo 3 — As enzimas: a esséncia de um biossensor

3.1 — Nocoes gerais

Enzimas sdo proteinas especializadas na catalise de reagdes quimicas. As
enzimas sdo fundamentais para qualquer processo bioguimico a nivel fisiologico ou
biotecnoldgico, apresentando uma extraordinaria eficiéncia catalitica e um alto grau
de especificidade por seus substratos quando comparadas aos catalisadores de origem
sintética. Tais biocatalisadores aceleram as rea¢Ges quimicas de maneira formidavel
e atuam em meio aquoso e em condicdes relativamente suaves de pH e temperatura.’
Neste sentido, as enzimas ocupam uma posi¢do de destaque a nivel molecular na area
da catéalise.

A partir do isolamento e cristalizagdo da enzima urease (isolada do feijao),
feito por J. Summer em 1926, a pesquisa com enzimas que catalisam as reacdes do
metabolismo humano se intensificou. Tal fato levou a purificacdo de milhares de
enzimas, a elucidagédo da estrutura molecular de tais moléculas e a compreenséao de
como esses biocatalisadores funcionam.?

A atividade catalitica de uma enzima, a principio, se resume ao seu sitio
catalitico bioativo, que corresponde a uma regido da enzima formada por residuos de
aminoacidos cujos grupos substituintes podem se ligar a um substrato especifico,
catalisando a transformacéo do substrato em um ou mais produtos.

Devido a varias propriedades como a possibilidade de isolamento,
purificacdo, poder catalitico e especificidade, as enzimas se tornaram atraentes como
catalisadores para biotransformacdes e, sua aplicacdo na industria foi e ainda é objeto
de muitas investigagdes. Com isso, atualmente, existem diversas técnicas de

purificacdo de enzimas (dialise, métodos cromatogréaficos, eletroforese), os quais,
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permitem que uma enzima de alta pureza possa ser obtida e usada em escala

industrial ou analitica, proporcionando a reutilizacdo da mesma.>> Obviamente,

como todo catalisador, uma enzima possui um mecanismo de acdo altamente

especifico.

3.2 — Mecanismos da acao enzimatica

Como todo catalisador a funcdo de uma enzima € aumentar a velocidade de

uma reacdo, diminuindo a energia de ativacdo (E;) para que a reacdo quimica se

torne termodinamicamente favoravel e, sua presenca na reacao, ndo afeta o equilibrio

quimico da mesma, como observado na Figura 3.1.%?
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Figura 3.1 - Representacao da energia de ativacdo Ea de uma reacdo ndo enzimatica

e uma reacdo enzimatica: AG — energia livre de Gibbs, S-substrato e P-

produto.
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Todos 0s processos que ocorrem no universo estdo sujeitos as leis basicas da
termodinamica. As reacfes que se verificam nas células vivas ndo sdo excecdes. A
primeira lei da termodindmica afirma que a energia ndo pode ser criada nem
destruida. Em qualquer processo, uma forma de energia pode ser convertida em
outra, porém a energia total do sistema mais a das vizinhangas, permanece constante.
Portanto, a primeira lei da termodindmica € simplesmente uma lei de conservacédo de
energia. Nada é mencionado sobre a utilidade relativa das diferentes formas de
energia ou sobre a direcio de um processo ou reacéo.’

A segunda lei da termodinamica afirma que todos 0s processos que ocorrem
naturalmente envolvem uma direcdo que leva a um nivel minimo de energia
potencial, isto é, em direcdo a um estado de equilibrio. Essas reacGes espontaneas
liberam energia a medida que tendem a um equilibrio e teoricamente a energia
liberada pode ser aproveitada de forma (til produzindo trabalho.®

O fato de uma reacdo apresentar AG < 0 ndo significa que uma reacdo se
processa a uma grande velocidade. AG < 0 indica simplesmente o sentido da reacéo,
se € que ela ocorre. A velocidade de qualquer reagdo quimica homogénea depende da
freqUéncia das colisGes entre as moléculas que reagem entre si. A freqliéncia de
colisdo, por sua vez, é influenciada pela concentracdo de moléculas reagentes e
também pela concentracdo de sua energia cinética que é dependente da temperatura.
A freqliéncia de colisdo é igual a velocidade da reacdo pois somente uma pequena
parcela das colisdes ocorre com energia suficiente para provocar a reagdo. A energia
minima para que uma rea¢do ocorra é chamada de energia de ativacao, Ea.

A relacdo entre Ea e a temperatura foi formulada empiricamente por

Arrhenius em 1888. A relacéo é geralmente descrita como a equacao de Arrhenius:®

k = Ae E&RT (3.1)
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ou de forma linear:

Ea 1
logk =—— = + logA . 3.2
g 23R T g (32)

A forma integrada da equacgéo de Arrhenius é:

logkz — B2 (Ta—T1 | (3.3)
k, 23R\ T,Tg

sendo ks e k; as constantes de velocidade especificas da reacdo as temperaturas T, e
T, respectivamente.

No intuito de explicar a necessidade de energia minima para que uma reagao
possa se processar, Fyring em 1935, propds que uma molécula reagente deveria
ultrapassar uma barreira energética e passar por um estado de transi¢do antes de se
transformar em produto da reagdo (Figura 3.1). Moléculas reagentes que atingem
somente uma fracdo da energia de ativacdo necessaria simplesmente retornam ao
estado inicial. O estado de transi¢do é visto como uma fase intermediaria, onde as
ligacOes e orientacOes sdo distorcidas. Uma vez que os reagentes ultrapassem a
barreira energética atingindo o estado de transicdo, eles prosseguem para formar os
produtos da reacdo com uma velocidade que independe da temperatura e da natureza
dos reagentes, ou seja, eles passam para o outro lado da barreira energética seguinte.

Na presenca de uma enzima apropriada, a temperatura ambiente fornece uma
quantidade suficiente de moléculas reagentes com a necessaria energia de ativacao.
Uma reacdo catalisada por uma enzima pode se processar a 25 °C, 10° a 10° vezes
mais rapidamente que uma mesma reagéo ndo catalisada enzimaticamente.

As enzimas ndo afetam o AG ou ke de uma reagdo. Elas simplesmente

aceleram a velocidade com a qual a reacdo alcanca o equilibrio.
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Embora a enzima participe da seqliéncia da reacdo, ela ndo sofre nenhuma
transformacdo. Sendo assim, apenas poucas moléculas de enzimas sdo capazes de
catalisar a conversdo de milhares de moléculas de substrato S a produto P.

Emil Fischer, em 1894, estabeleceu que as interagBes entre uma enzima e seu
substrato seriam complementares, propondo o modelo “chave-fechadura” para
explicar a acdo enzimatica.? De acordo com este modelo, o sitio ativo da enzima e o
substrato possuem formas geométricas semelhantes. Dessa forma, o substrato (chave)
se encaixa perfeitamente ao sitio ativo da enzima como se este fosse rigido
analogamente a uma fechadura (Figura 3.2). Estados intermediarios (ES e EP) sdo

formados antes do produto.

Produtos

Substrato

1

Sitio ativo

2 SV
=

—

N/

=

Enzima

Complexo enzima/ Complexo enzimas
sustrato [ES] produto [EP]

Figura 3.2 - Modelo chave-fechadura para agdo enzimatica.

Apesar do modelo de Ficher explicar perfeitamente a especificidade de uma
enzima por seu substrato, nenhuma mencdo € feita quanto a estabilizacdo do estado
de transicdo que ocorrem. Um modelo mais acurado para explicar a teoria da
especificidade de uma enzima por seu substrato foi proposto Koshland e
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colaboradores em 1958.2 Esta teoria sugere que, através da complexacéo, o substrato
induz uma mudanca conformacional na subunidade da enzima com a qual interage
(sitio ativo). Essa mudanca pode ser transmitida as subunidades vizinhas, induzindo
na enzima a conformacéo responsavel pelo processo catalitico, o que explica melhor

tanto a especificidade quanto a formacéo de estados intermediarios (Figura 3.3).

Substrato CL‘:)

— . [ a,
[ o ; | ,-* ,
f; 5 ,f' s
Sy Thk
;?%;? 3
"' -
Ll t |
Enzlma

Figura 3.3 - Mudanca conformacional do sitio ativo de uma enzima adaptando-se ao

Seu substrato.

Sao vérios os fatores que afetam a velocidade de uma reacdo catalisada por
uma enzima. O fator principal é a concentragdo do substrato [S]. Estudar os efeitos
da concentracédo de substrato se torna complicado pelo fato dessa concentragéo variar
a medida que a reacdo ocorre. Prefere-se entdo, uma abordagem acerca da velocidade
inicial da reacdo Vy, tendo em vista que na maioria dos casos, a concentracdo do
substrato € muito maior que a concentracdo da enzima [E]. Neste caso, o tempo da
reacdo sera muito curto e as variagcdes em [S] poderao ser desprezadas.

Uma abordagem mais geral e quantitativa a respeito da acdo enzimaética, foi

proposta por Leonor Michaelis e Maud Menten em 1913 (Figura 3.4).
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)
’
7

‘l'.eonor Mﬁi*chaelis Maud Menten
1875-1949 1879-1960

Figura 3.4 - Fotografias de Leonor Michaelis e Maud Menten.

Leonor Michaelis era bioquimico e médico aleméo que ficou famoso pelo seu
trabalho com Maud Menten sobre a cinética enzimatica. Nascido em Berlim, estudou
medicina em Freiburg onde se graduou em 1897. Mudou-se novamente para Berlim
onde obteve seu doutorado no mesmo ano. Em 1906 iniciou sua carreira como
diretor do laboratério de bacteriologia no hospital Berlins Charité, tornando-se
professor na Universidade de Berlim em 1908. Em 1922 transferiu-se para a escola
médica da Universidade de Nagoya (Japdo) como professor de bioquimica e em 1926
para a Universidade de Johns Hopkins em Baltimore, em Maryland como
conferencionista residente em pesquisa médica. Em 1929 Leonor Michaelis,
transferiu-se para o instituto Rockefeller em Nova York, se aposentando em 1941.

Maud Leonora Menten foi uma cientista e médica canadense que fez
significativas contribuicfes a respeito da cinética enzimatica. Maud Menten nasceu

em Port Lambton, Ontario (Canada) e estudou medicina na universidade de Toronto.
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Estava entre as primeiras mulheres canadenses a obter um titulo de doutorado e para
desenvolver sua tese teve que se deslocar para Universidade de Chicago, uma vez
que, naquela época, as mulheres eram proibidas de trabalharem em pesquisa no
Canada. Em 1912 transferiu-se para Berlim onde trabalhou com Leonor Michaelis,
obtendo seu Ph.D. em 1916. Menten trabalhou como patologista na universidade de
Pittsburgh (1923-1950) e como pesquisadora no British Columbia Medical Research
Institute.

Michaelis e Menten postularam que num primeiro passo, a enzima (E) se
combina com o substrato (S) em um processo rapido e reversivel, formando o
complexo enzima-substrato (ES). Numa segunda etapa, mais lenta, o complexo
enzima-sustrato se quebra liberando o produto reacional e a enzima livre. A

seqliéncia dessas reacdes é escrita como: "'

k1l \%
E+SES—>E+P, (3.4
ks ks

sendo kj a constante de velocidade de formacgédo do complexo ES, k; a constante de
velocidade da dissociacdo do complexo, ks a constante de velocidade da dissociacdo
do complexo formando o produto (P) e v a velocidade de formacéo do produto.
A velocidade de consumo do substrato, ou formacdo do produto, diminui com o
tempo devido a diminuicdo da concentracdo de substrato no decorrer da reacdo
enzimatica.

A partir da equacéo (3.4), a velocidade de reacéo para o consumo de substrato
e formacéo de produtos € dada por:

d[s]

V== = ko [ES]- K [SI[E] (3.5)
_dIP] _
v=" " =ks[ES] (3.6)
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Logo, a velocidade de consumo do complexo ES é descrita por:

% — Ky [E][S] - ko [ES] - K3[ES]. (37)

Considerando um estado estacionario, no qual a taxa de formacdo do
complexo ES € igual a taxa de dissociacdo, onde a concentracdo [ES] permanece
constante, tem-se:

% = 0=k4[E][S] = (k, + k3)[ES] (3.8)

A concentracdo total de enzima, [E],, € a soma de suas formas livre e

associada formando o complexo ES:

[E]; =[E]+[ES].
Logo, pelo principio da conservagdo de massa:

[E]=[E]; —[ES] 3.9)
Substituindo a equacdo (3.9) na equacao (3.8), obtém-se:

k1[E]{[S]
kl[S] + k2 + k3 .

ka[E][S]=[ESI(ky[S] + k +k3) = [ES] =

(3.10)

E substituindo a equacdo (3.10) na equacdo (3.6):

Kq[EL[S]
3 ky[S]+ K + k3

(3.11)

O valor maximo da velocidade sera alcancado quando toda a enzima se
encontrar na forma do complexo ES. Assim, a velocidade maxima da reacao, Vmax, €
dada pela reacdo entre a concentracao total da enzima e a constante de decomposicao

do complexo, matematicamente expresso por:

Vmax =K3.[Elt (3.12)
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Dessa forma, substituindo a equacédo (3.12) na equacdo (3.11), tem-se a equacao de

Michaelis e Menten:

V= Vimax[S]

_k2+k3
C[S1+ K

com Ky, = ” (3.13)
1

sendo K, a constante de Michaelis-Menten.

Uma importante relacdo da equacéo (3.13) é obtida quando V é a metade de

Vmax:
Vmax — Vmax [S] (3 14)
2 Ky +[S] '
Dividindo por Vmax :
2 K, +[S]
e isolando Ky, tem-se:
K, =[S] quando V=%Vmax (3.16)

Isto mostra que K, equivale a concentracdo do substrato [S] quando V é a metade de
Vmax, podendo ser a constante de Michaelis-Menten interpretada como o inverso da
afinidade da enzima pelo substrato: quanto menor for seu valor, maior serda a
afinidade da enzima."

Como a determinacdo dos valores de K, € Vmnx S840 obtidos
experimentalmente, a equacdo de Michaelis-Menten (3.13) pode ser linearizada
tomando-se seu reciproco:

1_ Kp 1
\ Vmax [S] Vmax

(3.17)

O gréafico de 1/Vmax em funcdo de 1/Kp, sera entdo uma reta com seu coeficiente
angular correspondendo ao valor de Ky/Vmax, 0 coeficiente linear igual a 1/Vyax € 0

intercepto da reta no eixo das abscissas corresponde ao valor de -1/K,,, como é
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ilustrado na Figura 3.5. O grafico dos reciprocos de Vmax € Ky conhecido como

representacdo de Lineweaver-Burk permite uma determinacdo mais precisa de Vimax

relativamente a equacao 3.13.

1
Y,

o K
inclinagéo =
V,

max

Figura 3.5 - Linearizagcdo da equacdo de Michaelis-Menten segundo Lineweaver-

Burk.

Os parametros Kn € Vmax Normalmente sdo utilizados na analise da atividade

da enzima. Este procedimento é particularmente importante quando o biocatalisador

é imobilizado em um suporte insoltvel. Neste caso, uma alteracdo na razdo Km/Vmax

pode indicar possiveis alteracGes na atividade da enzima resultante do processo de

imobilizacéo.
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3.3 — As enzimas glicose oxidase (GOXx) e Peroxidase (HRP)

Os testes de glicemia sanguinea necessitam de catalisadores envolvidos na
reacao de oxidagdo da molécula de glicose, visto que, 0 monitoramento do diabetes,
se da pela medida da taxa desse aclcar no sangue. Neste caso, as enzimas glicose
oxidase e peroxidase sdo os biocatalisadores mais utilizados.

A glicose oxidase (GOx, EC 1.1.3.4) é uma enzima da classe das oxi-
redutases que catalisa a oxidacdo da P-D-glicose pelo oxigénio molecular em
glucono-6-lactone, o qual subseqliente e espontaneamente se hidrolisa em acido
glucénico, gerando nessa hidrélise peréxido de hidrogénio.*

A atividade da glicose oxidase, extraida do Aspergillus niger foi
primeiramente relatada por Miller em 1922. A partir de entdo, esta enzima tem sido
extraida e purificada desse fungo.****

Como parte ativa da GOx, existe uma molécula organica complexa
(coenzima), a flavina adenina dinucleotidio (FAD). O FAD é um componente
comum nas reagdes biologicas de oxi-reducdo. As rea¢des redox envolvem um ganho
ou uma perda de elétrons por uma molécula. Na GOx, o FAD trabalha como aceptor
inicial de elétrons e é reduzido a FADH,. O FADH; é entdo oxidado pelo oxigénio
molecular (O2) que possui um potencial mais elevado de reducdo. O O, gasoso €
entdo reduzido a peroxido de hidrogénio (H,O;). A reacdo de oxidacdo de uma
molécula de glicose pela GOx € ilustrado na Figura 3.6.

A estrutura terciaria da GOx desempenha um papel essencial em sua
atividade biocatalitica. Simulagdes computacionais baseados em modelos mecénico-
quanticos ilustram o que seria a estrutura terciaria desta proteina. A Figura 3.7

representa a simulagdo computacional da molécula de GOx através de um modelo de
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fitas. Observa-se em vermelho o sitio ativo desta enzima, no qual o FAD esta

contido.
CH-OH CH>OH
Glicose oxitlase
> H 0
H
OH H ©
Glicose OH
+2
FAD FADH, H OH

Acido glucénico

H O

=

Figura 3.6 - Oxidacdo da molécula de glicose pela acdo da enzima glicose oxidase.

Figura 3.7 - Estrutura de fitas representando a enzima glicose oxidase. O FAD esta

representado pela regido vermelha.
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Devido a sua alta especificidade, a glicose oxidase, juntamente com a
peroxidase (HRP), séo usadas como elementos biocataliticos para se medir os niveis
de aclicar no sangue, seja através de testes colorimétricos ou sensoriais.'>*°

A peroxidase € uma outra enzima da classe das oxi-redutases e esta envolvida
na oxidacdo do peroxido de hidrogénio resultante da oxidacdo da glicose a acido
glucoénico.”

A peroxidase (E.C. 1.11.1.7) tem sido utilizada em métodos eletroquimicos
de analise de oxigénio uma vez que a reacgdo redox promovida por esta enzima pode
causar alteragdo de pH (potenciometria) ou gerar uma corrente elétrica

(amperometria). A Figura 3.8 ilustra a molécula de peroxidase em sua representacéo

de fitas.

Figura 3.8 - Estrutura de fitas representando a enzima peroxidase. No centro esta

representado seu sitio ativo.
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Embora as enzimas reduzam significativamente a barreira energética de uma
reacao, sua utilizacdo na forma pura muitas das vezes inviabiliza o processo dado seu
elevado custo. Neste caso, a opcéo pode ser a imobilizacdo da enzima em suportes
insollveis, 0 que possibilita sua reutilizacdo varias vezes. A reutilizacdo de
biocatalisadores reduz em muito o custo do processo.

Em pouco mais de meio século de pesquisas e desenvolvimento de processos
tecnologicos, inumeras técnicas foram desenvolvidas para a imobilizacdo de
enzimas. A finalidade de um processo de imobilizacdo é reduzir o custo da enzima
viabilizando o processo tecnologico e muitas das vezes aumentar a estabilidade
frente a flutuagcbes de temperatura no processo. As principais técnicas de

imobilizacdo de enzimas séo abordadas nos topicos a seguir.

3.4 - Técnicas de imobilizacédo de enzimas

Pelo seu ao alto poder catalitico e especificidade, as enzimas tém sido usadas
na fabricacdo de biossensores. Neste caso, a enzima pura deve ser imobilizada na
superficie do eletrodo, mantendo sua atividade catalitica. Além de permitir a difuséo
de substratos e produtos para dentro e para fora da interface biocatalitica, a enzima
imobilizada pode ser reutilizada, o que diminui o custo consideravelmente.

O suporte ideal para a imobilizacdo de enzimas deve ser insoluvel em agua,
se ligar facilmente a enzima e ser inerte quimicamente. Os métodos mais comuns
para imobilizagdo de enzimas se ddo através de encapsulamento (em matrizes ou
microcapsulas poliméricas) ou através de ligacGes fisicas ou quimicas da enzima ao
suporte.®® A Figura 3.9 ilustra a classificacdo dos principais métodos de
imobilizacdo de enzimas. A selecdo do meétodo de imobilizacdo dependera

essencialmente do suporte a ser utilizado na confec¢do do biossensor
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Imobilizacao
Encapsulamento Ligacdo
I |
[ I I I
em matriz em microcéapsulas adsorcao covalente
|
| |
. . no suporte cruzada

Figura 3.9 - Principais métodos desenvolvidos para a imobilizagio de enzimas.

3.4.1 - O encapsulamento

A imobilizagdo de uma enzima via encapsulamento consiste em confinar a
enzima em um polimero insolvel ou em uma microcépsula. Neste sistema € criada
uma membrana seletiva que impede que as enzimas se difundam através da
membrana polimérica, enquanto que moléculas pequenas (substratos e produtos) se
difundem facilmente.”

A vantagem deste método é que a enzima ndo reage quimicamente com 0
suporte, ndo comprometendo assim seu sitio ativo. Porém, a difusdo dos elementos
através da membrana pode ser um problema, visto que a velocidade de difusdo pode
comprometer o tempo de resposta do biossensor. As enzimas encapsuladas

apresentam atividade mais elevada em substratos com baixo peso molecular, pois
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estes compostos se difundem mais facilmente pela membrana seletiva se
aproximando com mais facilidade do sitio ativo enzimatico.?

O método de encapsulamento tem sido utilizado na imobilizacdo da enzima
lipase em polissulfonato de sodio (PSS) para utilizacdo como catalisadores na
esterificacéo do 4cido laurico.” Filmes de poli(vinilalcool) (PVA) complexados com
acido borico se mostraram eficazes no encapsulamento da enzima colesterol oxidase

em biossensores de colesterol.:

3.4.2 — Adsorcao

A adsorcdo de uma enzima é um dos métodos mais utilizados devido a sua
simplicidade. A enzima é imobilizada em um suporte solido, onde estdo envolvidas
ligacOes de baixa energia (ligagdes de hidrogénio, ionicas ou forcas de van der
Waals).?

A literatura, exibe varios exemplos de processos biotecnoldgicos que utilizam
enzimas imobilizadas por adsor¢cdo em suportes organicos e inorganicos. Polimeros
como néilon 6 s&o utilizados para imobilizagdo do microorganismo candida rugosa.
Foi demonstrado que este sistema pode ser utilizado para catalisar a sintese de ésteres
derivados do &cido propidnico em n-hexano.?®* Biossensores amperométricos para
monitoramento de pesticidas baseado na simples adsorcdo da enzima
acetilcolinesterase em eletrodos impressos (screen-printed electrodes) também séo
citados na literatura.?* Tais biossensores se mostraram tao eficientes quanto aqueles
preparados por outros métodos de imobilizacao.

Apesar da simplicidade, a adsorcdo de proteinas para 0 projeto de

biossensores pode levar a uma sua baixa estabilidade operacional, uma vez que o
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biocatalisador pode ser lixiviado no eletrodo, comprometendo assim, o bom

funcionamento do biossensor.

3.4.3 - Ligacéo covalente

A imobilizacdo covalente de uma enzima a um suporte sintético envolve a
ligacdo efetiva entre a enzima e 0 suporte através da ativacdo prévia de grupos
reativos da matriz.”>?® Desta forma, os suportes devem possuir grupos funcionais que
possam ser ativados, boa estabilidade mecénica e elevada area superficial. A ativagédo
do suporte, na maioria das vezes consiste em silanizacao, reacbes com carboiminas,
carbonoimidas e glutaraldeido. As enzimas sdo ligadas na matriz através de grupos
funcionais presentes em seus aminoacidos. Os principais aminoacidos usados para
ligacdo covalente de uma enzima sdo a lisina, tirosina, cisteina e histidina.?” A Figura
3.10 ilustra o processo de ativacdo de suportes para a imobilizacdo covalente de
enzimas.?’

Deve-se ter o cuidado para ndo se comprometer o sitio ativo da enzima ao se
efetivar a ligagéo, pois isto levaria a inativacdo da proteina. O emprego do metodo de
ligacdo covalente para o preparo de biossensores pode levar a uma melhor

estabilidade operacional, uma vez que a enzima é ligada irreversivelmente a matriz.
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Figura 3.10 - Ativacdo de suportes para imobilizacdo covalente de enzimas:

Complexacdo com cloreto ciandrico (A), silanizacdo (B), reacéo
com carbodiimina (C), glutaraldeido (D). Figura reproduzida da

referéncia 27 com permisséo do autor.
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3.4.4 - Ligagéo covalente cruzada

Na imobilizacdo de uma enzima por ligacdo covalente cruzada, as enzimas
sdo adsorvidas no suporte e em seguida sdo reticuladas pela utilizacdo de agentes bi
ou multifuncionais (glutaraldeido ou reagentes do género).”® As ligacdes de enzimas
por este método sdo irreversiveis, apresentando uma elevada resisténcia a variagoes
de pH e temperatura, propiciando suportes de alta atividade e resisténcia a
desnaturacdo. A desvantagem desta técnica se da devido a sensibilidade de algumas

enzimas a reagéo de reticulacao.

3.5 — Consideracdes finais

A elevada eficiéncia catalitica e a especificidade fazem das enzimas sistemas
ideais para o preparo de biossensores, uma vez que estas sdo caracteristicas
desejaveis deste tipo de dispositivo.

A velocidade de uma reagdo catalisada enzimaticamente pode ser
determinada experimentalmente através da equacdo de Michaelis- Menten, uma
generalizagdo de enzimas que catalisam a reacdo de um unico substrato (enzimas
Michaelianas).

A glicose oxidase (GOx) e a peroxidase (HRP) sdo enzimas que catalisam
reacOes redox de oxidacdo da molécula de glicose e do peroxido de hidrogénio,
respectivamente. Tais enzimas sdo amplamente utilizadas para a determinacdo de
glicose no sangue.

No desenvolvimento de biossensores a enzima deve ser purificada e entdo
imobilizada por métodos fisicos ou quimicos. A escolha do melhor método de
imobilizacdo esta diretamente ligado a performance de um biossensor. Quanto maior

for a atividade enzimética apds a imobilizacdo, maior serd a estabilidade e a
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sensibilidade do biossensor. A selecdo do suporte para imobilizacdo do
biocatalisador constitui tarefa importante no desenvolvimento de um biossensor.

Observa-se na literatura que os polimeros sintéticos constituem a classe mais
importante de materiais utilizados no desenvolvimento de suportes para a
imobilizacdo de enzimas. Essa observacdo é oriunda do fato de que os polimeros sdo
ricos em grupos funcionais que podem ser convenientemente ativados para o
processo de imobilizag&o.

E de particular interesse neste trabalho a utilizagio de dendrimeros, uma nova
classe de materiais poliméricos, no desenvolvimento de biossensores de glicose. As
propriedades biomiméticas e a elevada densidade de grupos funcionais na periferia

fazem dessa macromolécula um atraente sistema para o projeto de biossensores.
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Capitulo 4 — Macromoléculas com arquitetura dendritica

Macromoléculas com arquitetura dendritica tém representado o mais recente
avanco da quimica nanoscépica. O emprego de tais materiais para 0 projeto de
sistemas nanotecnoldgicos tem atraido a atencdo da comunidade cientifica pelo fato
desses materiais apresentarem propriedades ndo convencionais quando comparado
aos polimeros lineares ou ramificados, como a capacidade de mimetizar proteinas,
elevada area superficial e um grande nimero de grupos funcionais na periferia da
macromolécula. Estes grupos funcionais podem ser convenientemente ativados para
a imobilizacdo de enzimas, biocatalisadores essenciais para o desenvolvimento de

biossensores.

4.1 — Historico sobre o desenvolvimento dos dendrimeros

Dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas monodispersas, com elevado
peso molecular, elevada area superficial e que apresentam uma enormidade de
grupos reativos em sua periferia. A estrutura quimica de um dendrimero é bem
definida possuindo elevado grau de ramificacéo e de simetria.>?

O termo dendrimero origina-se no grego, com dendrons significando arvore.
Essas moléculas também s&o conhecidas como “moléculas em cascata”, starburst ou
ainda como “arborois”. Elas sdo geralmente formadas por um nucleo central
multifuncional, no qual as ramifica¢6es (dendrons) estdo ligadas.

O conceito de sintese de polimeros altamente ramificados foi primeiramente
introduzido por F. Vogtle em 1978, que aplicou este conceito na sintese de aminas
com baixo peso molecular.® Em 1984, Tomélia e outros relataram a sintese de
dendrimeros de poli(amidoamina), 0s quais, possuiam arquitetura semelhante a

estrutura de uma arvore. Tal polimero foi denominado entdo dendrimero.* Paralela e
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independentemente, Newcome e seu grupo reportaram sintese de macromoléculas
- . b . Je I 5
similares aquelas obtidas por Tomalia.

A uniformidade molecular dos dendrimeros, a sua superficie multifuncional,
bem como a presenca de cavidades internas, fazem dessas macromoléculas sistemas
interessantes para uma gama de aplicacdes.®®A Figura 4.1 ilustra a estrutura de um
dendrimero em comparacgdo com os polimeros classicos. Nota-se que os dendrimeros
possuem uma estrutura bem definida com um alto grau de simetria, a presenca de um

nacleo central bem como a presenca de grupos funcionais periféricos.

Linear Reticulado Ramificado

Ramificacdes aleatorias

Dendrimero

ZZZZZZ
ZZ

(b)

Figura 4.1 - Estruturas poliméricas classicas (a) comparativamente a estruturas
dendriticas (b).
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4.2 — A sintese de macromoléculas dendriticas

A preparacdo de dendrimeros pode ser efetuada de duas maneiras diferentes,
seguindo uma rota divergente ou convergente de sintese."”® Os métodos divergente e
convergente de sintese dendritica sdo mostrados na Figura 4.2.

No metodo divergente, o dendrimero cresce para fora a partir de uma
molécula multifuncional (nlcleo). A molécula do nucleo reage com a molécula do
mondmero que contém um grupo reativo e dois grupos ndo reativos, dando origem a
um dendrimero de geracdo 0 (GO). A superficie da molécula é entdo ativada para
reacbes com mais monémeros. O numero de grupos funcionais na superficie da
macromolécula determina a geracdo do dendrimero.

Apesar de 0 método divergente ter se mostrado bem sucedido para a producao
em larga escala de dendrimeros, algumas dificuldades s&o ainda encontradas. Pode
haver ocorréncia de reacdes laterais, ou ainda, as rea¢fes dos grupos externos podem
ndo se completar, levando a formacdo de uma estrutura defeituosa, acarretando
dificuldades na purificacdo do produto final.

O método convergente de sintese dendritica foi desenvolvido para minimizar
os problemas encontrados na sintese divergente.'® Na aproximacéo convergente, o
dendrimero é construido gradativamente, partindo dos grupos da extremidade e
progredindo para dentro. Quando se chega ao crescimento das ramificagGes
(dendrons) desejadas € feita a unido do dendron com a molécula multifuncional do
nacleo.

O método de sintese convergente para a obtencdo de dendrimeros tem
diversas vantagens. E relativamente facil purificar o produto desejado e a ocorréncia
dos defeitos na estrutura final € minimizada. Porém, a rota de sintese convergente

ndo permite a formacdo de elevadas geragcdes de dendrimeros, pois pode haver a
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ocorréncia de problemas estéricos nas reacGes dos dendrons com a molécula do
nucleo. Dessa forma, para a producdo de dendrimeros em larga escala, 0 método

divergente é ainda preferido.

a) Divergente

Superficie
Nucleo :

\r X—<—h-x

b) Convergente

Superficie

Z z
\,: :
z z
)—x —» X —-
i

Figura 4.2 - Técnicas de sintese de dendrimeros: método divergente (a), método

convergente (b). O numero de geracOes € representado por G.

O dendrimero mais conhecido e explorado na literatura desde os trabalhos de
D. Toméalia e Newcome € o poli(amidoamina) (PAMAM). Devido as suas

caracteristicas biomiméticas, ou seja, sua estrutura imita a estrutura de proteinas
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globulares, a utilizacdo deste material na medicina tem sido investigada pela

literatura.®*

4.3 - O dendrimero PAMAM

O dendrimero (PAMAM) € um dos sistemas mais estudados atualmente com
relagdo & sua aplicacdo na biotecnologia.®>*! Devido & elevada densidade de grupos
funcionais do tipo NH; na periferia da macromolécula, o PAMAM parece ser um
sistema ideal para o projeto de heterojuncdes contendo enzimas oxi-redutoras.*?*?
Neste sentido, o dendrimero PAMAM pode ser usado para a imobilizacdo covalente
de enzimas em biossensores através de ligagdes covalentes entre seus amino grupos
periféricos e 0s grupamentos amina presentes nas enzimas.

Dendrimeros de poli(amidoamina) foram os primeiros dendrimeros a serem
sintetizados.” O dendrimero PAMAM é constituido de um nicleo de amdnia (NHs3)
ou etilenodiamina (C,HgN,), ligado a ramificacbes de grupamentos amida (R-
CONH,) e amina (R-NHy). A Figura 4.3 ilustra a estrutura quimica de uma
dendrimero PAMAM de 1° geracdo com um nucleo de etilenodiamina.

A sintese do PAMAM ¢ realizada na presenca de metanol, onde a amdnia
reage com acrilato de metila e entdo etilenodiamina é acrescentado. Na extremidade
de cada ramificacdo existe um grupo amina livre que pode reagir com 0s dois
mondmeros provenientes do acrilato de metila e com duas moléculas de
etilenodiamina. Cada sequiéncia completa da reacdo resulta em uma nova geracéo do

PAMAM.
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Grupos terminais

NH, H)N

H,N AN (N7
Ndcleo > @ Ramificacdes
H,N Q QO N,

NH, NH,

Figura 4.3 - Estrutura de um dendrimero PAMAM de 1° geracdo (G1).

4.4 — Caracteristicas elétricas do dendrimero PAMAM

E fato bem conhecido na literatura que polimeros sio de maneira geral
isolantes. Isto significa que existe um grande espacamento entre a banda de valéncia
e a banda de conducéo (alto band gap) desses materiais.**

Também ¢ fato bem conhecido que os polimeros conjugados, tais como o
poliacetileno, politiofeno, polipirrol e polianilina (Figura 4.4) possuem uma
caracteristica elétrica semelhante a dos metais, sendo por isso denominados metais
organicos.®

Os polimeros condutores séo formados por cadeias que apresentam estruturas
conjugadas, ou seja, alternancia de ligacdes simples e duplas.’>*’ Nestes materiais as

bandas de energia sdo associadas aos orbitais moleculares de fronteira HOMO e
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LUMO. Estas siglas sdo usadas para designar em uma molécula o orbital molecular
mais alto ocupado (HOMO - highest occupied molecular orbital) e o orbital
molecular mais baixo desocupado ( LUMO - lowest unoccupied molecular orbital).
Dessa forma, o HOMO representa para 0s materiais organicos, o que a banda de
valéncia representa para os semicondutores inorganicos. A mesma analogia pode ser
feita para o LUMO e a banda de conducdo. A diferenca de energia entre estes dois
orbitais est4 associada com a excitabilidade da molécula e consegientemente com

suas propriedades de conducéo elétrica.’®

WA

Poliacetileno

Polipirrol

fo--0--0-+-0-4

Figura 4.4 - Estrutura quimica de alguns polimeros intrinsecamente condutores.
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Como pode ser observado na Figura 4.3, o dendrimero PAMAM nédo possui
conjugacdo em sua estrutura. Entretanto, relata-se na literatura que a condugdo em
estruturas dendriticas ocorre entre regides com alta densidade eletrdnica presentes
proximas do nucleo, chamadas de regides doadoras de elétrons para regibes com
baixa densidade eletronica chamadas de receptoras. O processo de condugéo
eletrobnica em macromoléculas dendriticas, ocorrera portanto, por meio do
acoplamento eletrdnico (A) entre as regiGes doadoras (Vp;) e aceitadoras de elétrons
(Vaj) existentes na macromolécula A distancia entre estas duas regifes é descrita
pela funcdo de Grenn (G), sendo um tanto maior quanto maior a geragdo do

dendrimero, de acordo com a relacéo abaixo:'%?!

A= ZVDiGijVjA (4.1)
ij

sendo a relagdo entre G e o Hamiltoniano (H) do sistema dado por G (E-H) = 1.
Neste caso, a relagdo entre o numero de unidades repetitivas entre sitios
doadores e receptores de elétrons (N) é dada por:
A o gl 4.2)
sendo & um fator dependente da energia para cada unidade repetitiva na
macromolécula. Dessa forma um dendrimero de baixas geracGes serd menos resistivo

em comparacdo com um dendrimero de altas geragdes.

4.5 — Considerac0es finais

Desde a sintese do primeiro dendrimero, estes sistemas, tém sido estudados
por apresentarem propriedades distintas relativo aos polimeros convencionais. Tais
propriedades fazem dos dendrimeros sistemas interessantes para varias aplicagcdes em

medicina e biotecnologia.
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A sintese de um dendrimero se da basicamente através de dois métodos, a
saber: 0 método divergente e 0 método convergente, sendo que no segundo, a
ocorréncia de defeitos na estrutura da macromolécula é minimizada.

O dendrimero poli(amidoamina) (PAMAM) € a primeira geracdo de
dendrimeros bem caracterizada e comercializada citado pela literatura. A presenca de
grupos periféricos faz do PAMAM um sistema interessante para imobilizacdo de
enzimas. Espera-se que a atividade enzimatica seja preservada devido a semelhanca
entre sua estrutura e a estrutura dendritica.

O sinal de um biossensor depende do fluxo de elétrons entre o bioconjugado
enzima/suporte e a superficie do eletrodo. Sabe-se que a condutividade em
dendrimeros é dependente de sua geracdo. Neste sentido, 0 numero de grupos
periféricos e consequentemente o numero de ramificacdes poderdo ser significativos
na performance do biossensor perante um analito especificado.

Uma caracteristica importante do dendrimero PAMAM ¢ sua capacidade
formadora de filmes finos. Entretanto, os filmes finos ndo sdo mecanicamente
estaveis, 0 que torna necessario utilizar-se uma matriz com propriedades elétricas e
mecanicas que a caracterizam adequada para receber o bioconjugado PAMAM-GOx-
HRP.

Devido as suas propriedades elétricas e Opticas é de interesse de nosso grupo
de pesquisa os filmes finos de 6xidos de indio e estanho (ITO). Tais sistemas sdo

objeto de estudo do capitulo cinco dessa dissertacao.
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Capitulo 5 — O 6xido de indio dopado com estanho (ITO)

5.1 — Propriedades dos filmes de ITO

Filmes finos de oxido de indio (In,O3;) sdo transparentes a radiacdo
eletromagnética na regido visivel e exibem uma boa condutividade -elétrica.
Juntamente com o 6xido de estanho (SnO,), um outro 6xido transparente € com boas
propriedades elétricas, estes materiais encontram varias aplicagcdes tecnoldgicas
especialmente quando sdo usados como eletrodos.'™

Por se tratarem de um tipo de 6xido, certamente filmes de 6xido de indio e
oxido de estanho seriam classificados como isolantes. No entanto, as vacancias de
oxigénio presentes em suas redes cristalinas, os tornam semicondutores do tipo n.
Para aumentar a condutividade, os 6xidos de indio e estanho, como em qualquer
semicondutor; sdao produzidos em estados dopados. Geralmente antimonio ¢
incorporado na rede do 6xido de estanho (Sn, O,: Sb) e estanho na rede do o6xido de
indio (In203:Sn).5’6 Os ions Sb e Sn substituem os atomos de estanho e indio nas
redes dos o0xidos, respectivamente. Como os ions substituintes possuem um elétron a
mais na camada de valéncia, a sua presenca altera a distribuicao eletronica da banda
de valéncia e da banda de condug¢do, doando um elétron por atomo de impureza, fato
que aumenta consideravelmente a capacidade condutora do material.

O oxido de estanho dopado com indio, mais conhecido entre a comunidade
cientifica como ITO (indium tin oxide) ¢ o 6xido condutor transparente (TCO) mais
usado e relatado na literatura.”” Ele é constituido de uma mistura de 6xido de indio e
oxido de estanho, geralmente em proporg¢des de 90% de In,Oz e 10% de SnO,. O ITO
exibe uma baixa resistividade elétrica (10™* — 10° Q .cm) e baixo band gap (3,3 eV),

além de apresentar boa estabilidade fisico-quimica e morfologia superficial. A
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sintese de filmes finos de ITO ¢ relativamente facil quando comparado com a sintese
do 6xido de estanho, uma vez que o principal precursor desse 6xido (SnCly) reage
com a umidade de forma exotérmica.” Neste sentido, o ITO exibe uma série de
caracteristicas que o torna uma das melhores opg¢des para a confec¢ao de eletrodos,

em especial para os biossensores, uma vez que este material ¢ inerte quimicamente.

5.2 — Aplicacdes de filmes de ITO no projeto de biossensores

As excelentes propriedades do ITO, sua facil sintese, bem como suas
propriedades anfotéricas, levaram a escolha desse material como constituinte do
eletrodo enzimatico a ser desenvolvido neste trabalho.

O ITO ¢ um oxido anfotero (ou anfiprotico). Tal 6xido pode se comportar
como 4cido ou base dependendo do meio reacional.'® Este fato leva a formagdo de
hidroxilas (OH) na superficie do filme de ITO quando esta reage com umidade do ar.
De acordo com Johnston, a densidade de grupos OH na superficie do ITO situa-se
em torno de 10° grupos/cm®.!' Esta abundancia de grupos funcionais do tipo OH na
superficie do ITO permite que ele seja usado como um substrato apropriado para a
imobilizagdo de proteinas.

Trabalhos recentes indicam que as proteinas podem ser covalentemente
imobilizadas na superficie do 6xido através de reacdes de esterificagdo entre o grupo
OH da superficie do ITO e os grupos carboxilicos presentes nas moléculas protéicas.
A presenca de grupos OH na superficie do ITO também facilita a adsor¢do dos
grupos carboxilicos e/ou grupos amina através de ligacdes de hidrogénio. A Figura
5.1 ilustra as ligag¢des entre grupos carboxilas e aminas com a superficie de um filme

de ITO.1>13
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Os grupos OH podem ainda ser ativados através de reagdes com cloreto

ciantrico, ligando covalentemente as enzimas ao suporte de ITO, utilizando-se os

grupamentos aminas presentes nas mesmas.' >

\“1"/
of"}] \'\}/\/

- ?H?Hﬁ?“ {pugd guo'y
ITO (In,05: Sn)

Figura 5.1 - Superficie do ITO usada na imobilizagdo de grupos carboxilicos e

aminas.

A obtengdo de biossensores de glicose baseados em filmes de ITO ¢ citada na
literatura. Esses biossensores demonstram uma elevada performance quanto a
monitoragdo de glicose a nivel clinico."*

Alguns ENFETS (transistores de efeito de campo enzimaticos) fazem uso do
oxido de indio dopado com estanho. Neste caso, usa-se um MOSFET convencional
com seu eletrodo porta conectado a uma membrana sensivel que contém o material
biologico imobilizado. Este dispositivo ¢ chamado de EGFET (transistor de efeito de
campo de porta estendida). A diferenca de potencial criada na membrana sensivel

controla a passagem de corrente entre os eletrodos fonte e dreno do MOSFET, que
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pode ser facilmente monitorada com o auxilio de um multimetro. Este sistema ¢
bastante elegante, uma vez que o FET ¢ separado do meio reacional, possibilitando a
reutilizacdo do MOSFET.">"!¢

Nos EGFETs o ITO faz parte da interface metélica da jun¢ao metal-6xido do
FET atuando como um metal devido a sua alta condutividade em substituicao ao
aluminio.'” O ITO também ¢é usado como membrana sensivel na qual as enzimas sio

imobilizadas.'® A Figura 5.2 ilustra a utilizagdo do ITO em EGFETSs.

membrana sensivel membrana sensivel
5n0, l 5n0 l
— metal — ITO
vidro vidro
(a) (b)
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Figura 5.2 - ITO usado em EGFETs: EGFET convencional (a), ITO altamente
dopado substituindo o Al (b), ITO como parte da membrana sensivel
(c). P, F e D representam, respectivamente, os eletrodos porta, fonte e

dreno de um MOSFET convencional.
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5.3 — Preparacéo de filmes de ITO

Filmes finos de ITO tém sido preparados por diversas técnicas de deposicao.
Destacam-se a deposi¢ao quimica a partir do vapor (CVD), a evaporacao a vacuo, o
bombardeamento idnico (sputtering) e o processo sol-gel.2**

De todas as técnicas citadas anteriormente, o CVD apresenta diversas
vantagens, como a simplicidade da técnica, baixo custo e baixa temperatura de
deposi¢do. Porém, filmes depositados a partir do processo CVD sdo geralmente
inferiores quanto a uniformidade estrutural e as propriedades eletroodticas quando
comparados com filmes depositados por técnicas modernas como o sputtering.

O bom controle dos parametros de deposi¢do que o CVD oferece, como
controle da temperatura do substrato, temperatura de tratamento térmico e espessura
do filme minimiza os defeitos estruturais como alta porosidade e irregularidades
superficiais comumente observados nos filmes de ITO e melhoram suas propriedades
elétricas.**?!

A técnica de deposi¢do quimica a partir da fase vapor, consiste no
crescimento do filme por meio de uma reagdo quimica que ocorre na superficie do
substrato.’® Para isto, uma solu¢io contendo fons do oxido a ser formado &
vaporizada sobre um substrato pré-aquecido. Geralmente sdo utilizados cloreto de
indio (InCl;) e cloreto de estanho (SnCl, ou SnCly) como precursores para a
fabricacdo de ITO via CVD, podendo também ser usados o nitrato de indio In(NOs);
ou o sulfato de indio (Inz(SO4)3).20’27’28

No caso de sintese de filmes de ITO usando cloreto de indio e estanho, apds a

formagao do ITO, ocorre a liberacdo de acido cloridrico de acordo com as reagdes:
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SnCl, + 2H,0 —> SnO, + 4HCl (5.1)

III2C13 +3H20—>In203 + 6HC1 (52)

Estudos da literatura apontam que varidveis como a temperatura do substrato
e tratamento térmico dos filmes depositados, o percentual do dopante, bem como a
velocidade vaporizagdo, exercem um papel importante nas propriedades eletroopticas

29,30
do filme.””

Neste sentido, o controle de tais pardmetros deve ser otimizado para
que se obtenha filmes de ITO com boas propriedades de condugdo elétrica,

propriedade de extrema importincia no projeto de biossensores.

5.4 — Consideracdes finais

O ¢6xido de indio dopado com estanho (ITO) ¢ um semicondutor tipo n que
apresenta excelentes propriedades eletroopticas para o projeto de biossensores.

A sintese via deposi¢ao quimica a partir da fase vapor (CVD) ¢ uma técnica
alternativa simples e barata para a obtencdo de filmes de ITO com as propriedades
adequadas para o preparo de biossensores de glicose.

As propriedades de condugdo deste material e a presenca de grupos
superficiais tipo OH faz do ITO um sistema interessante e promissor para o projeto
de biossensores. Os grupos hidroxilas podem ser convenientemente ativados para a
imobilizacdo do material de interesse bioldgico, principalmente enzimas, constituinte

essencial de um biossensor.
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Capitulo 6 -Objetivos

Com base no exposto até o momento, este trabalho tem como objetivo
principal a obtencdo de um biossensor amperométrico para analise de glicose
baseado em dendrimeros PAMAM contendo enzimas imobilizadas. O bioconjugado
PAMAM-GOx-HRP sera imobilizado em eletrodos de 6xido de indio dopado com
estanho (ITO), devido as caracteristicas elétricas desse material.

E necessario conhecer as propriedades fisico-quimicas do biossensor, uma
vez que tais propriedades exercem influéncia direta no sinal do mesmo. Para tal, sdo

apontados 0s seguintes objetivos especificos:

- sintese e caracterizacdo fisico-quimica do dendrimero PAMAM,;

- sintese de filmes finos de ITO através da técnica CVD, seguido de sua
caracterizagdo eletrodptica e estudo de sua viabilidade na utilizacdo como
eletrodo;

- avaliagdo da performance do biossensor quanto a monitoracdo de glicose,
através de curvas de corrente em funcdo do tempo e corrente em fungéo
da concentracdo de glicose. Os ensaios realizados neste trabalho serdo

efetuados em condicdes in vitro.
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Capitulo 7 — Materiais e métodos

7.1 — Sintese e caracterizagdo do eletrodo: filmes finos de ITO

Neste trabalho foram preparados filmes de ITO pela técnica CVD. Para a
preparagao dos filmes foram usados como precursores os sais sulfato de indio
(In(SO4)3) e cloreto de estanho (SnCly) (ambos fornecidos pela Merck com grau de
pureza de 99,9%). Neste sentido, uma solu¢do metanolica a 0,1 M foi utilizada neste
trabalho para a deposicdo dos filmes finos de ITO."

Vidro 6ptico (Micro Slide Glass) foi usado como matriz para a deposicao dos
filmes de ITO. As laminas de vidro foram inicialmente lavadas com detergente e
agua deionizada e em seguidas lavadas com acetona e secas em dessecador sob
vacuo a temperatura ambiente (25 °C).

Para a deposi¢dao do filme de ITO as laminas de vidro foram inicialmente
equilibradas termicamente a 250 °C e pressao atmosférica (1 atm). Apods o equilibrio
térmico a solugdo metanolica de Iny(SO4); € SnCly a 0,1 M foi borrifada sobre a
lamina de vidro aquecida com o auxilio de um spray comercial. A transferéncia de
massa para a lamina foi de aproximadamente 150 pg/borrifada.

Apo6s 30 deposicdes em intervalos de 10 em 10 minutos, o filme de ITO
sofreu tratamento térmico a 600 °C por 90 minutos a pressdo atmosférica (1 atm).
Ap0s o tratamento térmico os filmes foram resfriados a velocidade de 10 °C/min até
a temperatura ambiente e armazenados em dessecador sob vacuo a temperatura de 25
°C. A Figura em 7.1 mostra a micrografia de um dos filmes de ITO obtidos neste
trabalho.

Os filmes de ITO obtido foram caracterizados quanto as suas propriedades

Oticas por espectroscopia UV/Vis (Varian 634) e microestruturalmente por
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microscopia eletronica de varredura (MEV, Phillips XL 30) e difratometria de RX
(XRD, Phillips, CuKa A=1,5418 angstrons).

A caracterizagdo elétrica dos filmes de ITO foi efetuada pela técnica de
quatro pontos utilizando um suporte especialmente desenvolvido para esta finalidade
(Figura 7.2). As medidas elétricas foram obtidas com o auxilio de uma fonte de

tensdo Keithley (K-237).

(€Y (b)

Figura 7.2 - Aparato experimental usado na caracterizagdo por 4 pontos dos filmes
de ITO depositados em vidro: vista de perfil (a); a mesma montagem
vista por cima (b).
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7.2 — Obtencéo do biossensor de glicose

A obtenc¢do do biossensor de glicose se deu em trés etapas a saber: sintese e
caracterizagdo do dendrimero poli(amidoamina), obtengdo do bioconjugado e sua
imobilizacdo na superficie do ITO e imobilizagdo das enzimas no dendrimero
PAMAM. Obtendo-se biossensor do tipo bienzimatico ITO/PAMAM-GOx-HRP

(Figura 7.3).

7.2.1 - Sintese e caracterizacdo do dendrimero PAMAM

Neste trabalho, o dendrimero PAMAM foi sintetizado via rota divergente
utilizando a reagdo de adicao de Michael em meio metanolico onde a amina primaria
etilenodiamina (EDA) reage com acrilato de metila em uma primeira etapa para
formar um nucleo de um tetraéster (tetra-acrilato de metila).

Apds sucessivas reagdes do nucleo inicialmente formado, dendrimeros de
geragdes GO e G4 foram obtidos. Os dendrimeros obtidos foram purificados
cromatograficamente em colunas de gel sephadex LH-20 utilizando-se etanol como
eluente. O rendimento do processo de sintese foi de 58%.

Apods a purificagdo, os dendrimeros obtidos foram caracterizados por
espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR), ressondncia magnética nuclear
de protons ("H-NMR) e cromatografia de permeagio em gel (GPC).

Espectroscopia UV/VIS (Varian 634) e medidas I(V) foram utilizadas para
investigacdo das propriedades eletrodpticas dos dendrimeros obtidos. Para analise
dos orbitais de fronteira (HOMO-LUMO) bem como da distribuigdo de cargas na
molécula do dendrimero, simulagdes computacionais por modelagem molecular

foram realizadas nas duas primeiras geragdes do PAMAM (GO e G1).
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7.2.2 — Imobilizacéo das enzimas

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, aumentar a estabilidade, reduzir custos e
aumentar, em alguns casos, a atividade enzimatica. Esses fatores dependem
principalmente da escolha apropriada do suporte e dos reagentes utilizados no
processo de imobilizagdo. O glutaraldeido, em funcdo de suas propriedades
bifuncionais, tem sido um dos reagentes mais empregados na imobilizacdo de
enzimas devido a formacgao de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte solido,
conferindo 4 enzima maior estabilidade.’

O dendrimero PAMAM pode ser considerado um suporte ideal para
imobilizacdo de enzimas, devido ao grande percentual de grupos amina disponiveis
em sua estrutura quimica, particularmente na periferia da macromolécula. O
principal problema durante o processo de imobilizacdo de uma enzima pode ser a
perda parcial ou total da atividade, que pode ser atribuida a diversos fatores, como
propriedades da propria enzima, do suporte, dos reagentes utilizados e das condi¢des
experimentais.

Neste trabalho, o glutaraldeido foi utilizado no processo de imobilizacao, pois
possui propriedades bifuncionais que ativam os grupos amina. A Figura 7.4 ilustra
uma sugestdo da reacdo obtida entre PAMAM, glutaraldeido e as enzimas glicose

oxidase e peroxidase.
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% —s PAMAM

©® = GOX

° : HRP

Figura 7.4 - Ilustracdo do processo de imobilizagdo enzimatica adotado neste

trabalho.
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7.2.3 — Analise da performance do biossensor

Um biossensor ¢ um dispositivo constituido de um elemento bioseletivo
(enzima) e um transdutor capaz de converter uma reagdo bioquimica em um sinal
elétrico. Nos biossensores a enzima esta acoplada ao elemento transdutor através de
uma heterojuncao do tipo polimero-metal ou do tipo polimero-semicondutor. Assim,
a resposta do biossensor depende do sinal elétrico resultante da reacdo bioquimica na
interface da heterojuncao.

Neste trabalho, o sinal do biossensor obtido ITO/PAMAM-GOx-HRP foi
analisado em termos da medida da corrente gerada pela oxidacdo da glicose e
peroxido de hidrogénio na interface PAMAM/ITO em concentracdes de glicose a
nivel clinico. Uma tensao de 100 mV foi aplicada entre o eletrodo de trabalho.

A oxidagdo do perdxido de hidrogénio (devido a agdo da enzima peroxidase)
resultante da oxidagcdo da molécula de glicose (pela agdo da enzima glicose oxidase)
gera um pico de corrente quando a reagdo ¢ maxima, ou seja, quando todo perdxido
de hidrogénio estiver oxidado. Neste sentido, a corrente méaxima gerada na em
funcdo do tempo foi tomada como referéncia para constru¢do de uma curva de
calibragdo da corrente maxima gerada em cada concentragdo de glicose medida.

As medidas foram realizadas com o auxilio de um eletrdmetro Keithley 237.
A Figura 7.5 ilustra o esquema da configuragdo usada para medida do sinal do

biossensor ITO/PAMAM-GOx-HRP.
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+100 mV
= eletrodo de trabalho
[ (ITO/PAMAM-GOx-HRP)
Keithley - 237
— = contra eletrodo.

Figura 7.5 - Esquema da configura¢do usada para medida do sinal do biossensor

ITO/PAMAM-GOx-HRP.

7.3 — Fundamentos das técnicas de caracterizacdo utilizadas neste trabalho
7.3.1 — Caracterizacdo espectroscopica: UV-Vis, FTIR e 'H-NMR

O uso da interacdo de radiagdes eletromagnéticas com a matéria ¢ uma
elegante fonte de informacdo para a fisica e quimica experimental molecular. O
levantamento de dados acerca das propriedades de absor¢do, transmissdo, ou reflexdo
por parte de materiais utilizando-se de tal técnica, denomina-se espectroscopia.

A espectroscopia UV/Vis utilizada energia dos fotons na regido do visivel e
ultravioleta do espectro eletromagnético. Nesta faixa de energia, as moléculas sofrem
transi¢des eletronicas e moleculares. Através do maximo de absor¢do (Amax), se €
possivel determinar a diferenca de energia entre os orbitais moleculares de fronteira
HOMO e LUMO do material a ser analisado bem como a concentragdo de
substancias.”

A espectroscopia no infravermelho é um outro tipo de espectroscopia de
absor¢do. Como as demais técnicas de absorcdo, ela serve para identificar
composi¢ao de um material. Esse tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que as

ligacdes quimicas das substincias possuem freqiiéncias de vibragdo que sio
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especificas. Dessa forma cada ligagdo presente na molécula absorve em um
comprimento de onda. Correspondente as vibragdes fundamentais da molécula. Uma
técnica de analise mais rapida e eficaz para se colher informagdes de absor¢ao no
infravermelho, € a espectroscopia no infravermelho usando transformada de Fourier
(FTIR). Em vez de se coletar os dados variando-se a freqliéncia da radiagdo
infravermelha (IR), a radiagdo IR com todos os comprimentos de onda da faixa usada
¢ guiada através de um interferometro tipo Michelson. Depois de passar pela amostra
o sinal medido gera um interferograma. Realizando-se uma transformada de Fourier
no sinal resulta-se em um espectro idéntico ao da espectroscopia IR dispersiva
convencional.’

Devida a abundancia com que atomos de hidrogénio aparecem nos materiais
organicos, a chamada ressonancia magnética nuclear de prétons ou de hidrogénio
("HNMR) ¢ muito usada na caracterizacio desses materiais. A técnica se baseia no
fato do ntcleo do atomo de hidrogénio possuir momento magnético diferente de
zero. Os momentos magnéticos dos atomos podem se orientar em campos
magnéticos sendo, esta orienta¢do, dependente da energia dos nucleos bem como do
campo magnético externo. Dessa forma, uma dada amostra vai apresentar absor¢ao
em varios valores de freqiiéncia. Cada valor correspondente a um certo tipo de 4&tomo
ao qual esté ligado o hidrogénio.°®

Além disso, na NMR, os atomos de hidrogénio podem interagir entre si
dependendo da distancia em que eles se encontram do material. Este fato ¢ usado
para estimar as distancias entre dois elementos com os quais o hidrogénio se encontra

ligado.®
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7.3.2 — Caracterizacao elétrica

A caracterizagdo elétrica de filmes finos quando realizada pelo método de
duas pontas, trata-se de uma condutividade/resistividade através da superficie e ndo
do corpo do material. Neste caso, a resisténcia de superficie Ry ¢ definida como a
relagdo entre uma tensao (V) e a corrente (Is) que flui entre os eletrodos configurados

na Figura 7.6 de acordo com:"®

Rs= Y (7.1)
Is
Ja a resistividade superficial ps ¢ de definida por:
D
s=—Rs. 7.2
PS=T (7.2)
Logo,
DV
=—.,— 7.3
Ps L1 (7.3)

n— /

Eletrodos Material

Figura 7.6 - Montagem basica para medida da resistividade/condutividade

. .16
superficial de um material.
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Um método interessante para obtengdo da resistividade de filmes finos foi
proposto por van der Pauw em 1958.° Trata-se do método dos quatro pontos. Quatro

contatos sdo feitos na amostra, como ilustrado na Figura 7.7:

Figura 7.7 - Configuragao para caracterizagao 4 pontos.

Quando uma corrente (I;2) flui pelos os contatos 1 e 2 a voltagem entre os
contatos 3 e 4 (Vi) pode ser monitorada. Alternado-se as medidas de corrente e de

tensdo entre os contatos, a resistividade ¢ calculada como segue:

(7.4)

n.d| Ri234 +Ro3 41
p=—1 f
In2 2

sendo d o comprimento da amostra e f uma funcdo dependente da razdo Rz 34/Ra341.

A variagdo de f com os valores da resisténcia € a seguinte:

_ R
Q-1_f arcocosh 1(In2 ,sendoQ = — 224 (7.5)
Q+1 In2 2\ f R3.41

A principal vantagem desta técnica € que apenas a espessura da amostra deve
ser conhecida para o calculo de sua resistividade.

Quando se deseja calcular a condutividade de corpo de um material usa-se o
método das duas pontas. O método de caracterizagdo elétrica de duas pontas ¢
bastante comum e relativamente facil de ser usado. Conhecendo-se as dimensdes do

material, torna-se facil realizar a medida de sua resistividade e/ou condutividade. A
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corrente I que passa através da amostra ¢ monitorada quando se aplica uma diferenca
de potencial V entre seus extremos.'’ Dessa forma, a resistividade elétrica p é dada
por:

L
R=p— 7.6
P (7.6)

sendo R=V/I a resisténcia do material, L o comprimento da amostra ¢ A a area de
seccdo transversal.

Podemos também tratar da resistividade em termos da densidade de corrente
e o campo elétrico E, ambos sendo grandezas vetoriais. A densidade de corrente se

define como:

I
j=— 7.7
=3 (7.7)
O campo elétrico ¢ definido por:
\Y
E=— 7.8
L (7.8)
Combinando as equagdes (7.6), (7.7) e (7.8) e usando R=V/I, obtemos:
E
p= N (7.9)

A condutividade elétrica o de um material, € o inverso da sua resistividade, logo:

G = (7.10)

J
E

Para as equacgdes descritas anteriormente, o material ¢ considerado como
sendo isotropico (as propriedades elétricas sdo as mesmas em todas as diregdes), de
seccdo reta uniforme e sujeito a um campo elétrico também uniforme. SO assim as

equacdes anteriores sdo validas.
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7.3.3 — Caracterizacao microestrutural: MEV e DRX

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma técnica de
caracterizagdo que permite realizar a analise microestrutural de materiais sélidos. A
imagem obtida em um microscopio eletronico de varredura pode ser ampliada em até
300.000 vezes.

A técnica consiste na incidéncia de um feixe de elétrons de alta energia que
varre a superficie da amostra. Na interacdo dos elétrons com a superficie da amostra,
parte do feixe eletronico sofre reflexdo. Este sinal é coletado por um detector que o
converte em uma imagem ERE (imagem de elétrons retroespalhados). Na interagao,
ainda ocorre a emissdo de elétrons pela amostra (elétrons secundarios), produzindo a
imagem ES (imagem de elétrons secundarios)."

O feixe eletronico ¢ controlado mediante uma diferenca de potencial variavel
existente entre dois eletrodos. A voltagem varidavel permite a variacdo da aceleragdo
dos elétrons, conseguindo assim, imagens mais ou menos profundas da amostra.

Ainda na interagdo do feixe de elétrons com a amostra, os elétrons mais
externos dos atomos e os ions constituintes sdo excitados, mudando de niveis
energéticos. Ao retornarem para seu nivel energético inicial, eles liberam a energia
adquirida, sendo emitida em comprimento de onda no espectro de raios-X. Um
detector instalado na cdmara de vacuo do MEV mede a energia associada ao
decaimento energético. Como os elétrons de um determinado 4tomo possuem
diferentes energias, ¢ possivel entdo determinar quais os elementos quimicos estdo
presentes na amostra. Essa técnica ¢ conhecida como espectroscopia de energia
dispersiva (EDS), sendo um acessorio essencial na caracterizagdo da composi¢ao
quimica de materiais. A Figura 7.8 mostra o microscopio MEV utilizado neste

trabalho
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Figura 7.8 - Aparelhagem utilizada para caracterizagdo morfoldgica: Microscopio

MEYV (a) e EDS (b) (IPEN/USP).

A difratometria de raios-X (DRX) ¢ uma técnica que permite a investigacao
da estrutura de um solido. Esta técnica se baseia na difragao que um feixe de raios-X
sofre na interagdo com planos cristalograficos do material. A difragdo ocorre quando
ha interferéncia construtiva entre duas ou mais radiagdes eletromagnéticas,
obedecendo 4 lei de Bragg:'*

nA = 2dsen0 , (7.11)
sendo n um nuamero inteiro de comprimentos de onda A da radiagdo incidente, d a
distancia interplanar ¢ 0 o angulo de incidéncia dos raios-X com os planos
cristalinos, conforme ilustra a Figura 7.9.

A difratometria de raios-X ¢ usada principalmente para determinagdo da
estrutura cristalina e orientagdo cristalografica de um soélido a partir das posicoes

angulares dos picos de difragdao gerados.
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Figura 7.9 - Condigédo para ocorréncia da difracdo de raios-X.
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Capitulo 8 — Resultados e discussao

8.1 — Caracterizacao dos filmes de ITO
8.1.1 - Estudo da condutividade elétrica
A condutividade do eletrodo no qual as enzimas sdo depositadas ¢ de
fundamental importancia no projeto de biossensores. Dessa forma, as caracteristicas
I(V) do filme de ITO constituem informagdo essencial para a resposta do biossensor.
A Figura 8.1 mostra o comportamento da corrente I em fun¢do da diferenca
de potencial V aplicada para o filme de 6xido de indio dopado com 11,5% de estanho

(ITO) depositado em vidro.

350
b, =337 E4Q.
6,=297E-50"
307 R?=0,99999

250 H

200

150

Corrente [ A ]

100

50+

T T T T " T " 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Voltagem [ Volts ]

Figura 8.1 - Comportamento I(V) do filme de ITO depositado em vidro obtido neste

trabalho. Temperatura: 25 °C.
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A resistividade 2D encontrada, (calculada a partir da equagdo 7.3) € pop =
3,37.10" Q. Ja a resistividade calculada a partir do método de quatro pontos
encontrada foi de p = 2,3.10™ + 0,00002 Q.cm. Uma vez que dxidos sio em geral
materiais isolantes, a baixa resistividade elétrica encontrada em filmes de ITO ¢
atribuida a alta concentragdo de portadores de carga e a localiza¢do do nivel de Fermi
acima da banda de condu¢do. A presen¢a de buracos duplamente carregados quando
ha falta de oxigénio, juntamente com a presenca do fon substituinte Sn™ leva a
formacgao de um semicondutor degenerado.

De acordo com Fan e Goodenough,l’2 a banda de condugdo (Bc) do In,O3, ¢
formada principalmente por elétrons Ss provenientes do indio e a banda de valéncia ¢
devida a presenca de elétrons 2p provindos do oxigénio duplamente carregado (O7).
A falta de oxigénio origina estados doadores abaixo da banda de condugdo liberando

dois elétrons por vacancia de oxigénio, de acordo com a equagao:

) 1 (8.1)
Op — 2e+502(g)

Estados doadores também sdo formados abaixo da banda de condugdo 5s ou 5p pela
substituicdo do fon In" pelo fon Sn™. Estes dois efeitos contribuem para aumentar o
numero de portadores de carga e conseqiientemente a condugdo do ITO, como ¢

observado na Figura 8.1.

8.1.2 — Caracterizagao espectroscopica (UV-Vis)

A espectroscopica UV-Vis pode ser utilizada na estimativa do band gap de
filmes finos transparentes, tais como filmes de ITO. O band gap, diferenca de energia
entre a banda de valéncia e a banda de conducao, nos fornece informacao acerca da

classificagdao do material como condutor, isolante ou semicondutor.
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Os espectros de absor¢ao UV-Vis dos filmes de 6xido de indio (InyOs) puro e
oxido de indio dopado com 11,5% de estanho (In,O3:Sn), obtidos neste trabalho sdo
mostrados na Figura 8.2 (a e b), respectivamente. Observa-se um maximo de
absor¢ao em 386 nm (Figura 8.2 a) no espectro do 6xido de indio e 396 nm (Figura

8.2 b) no espectro do 6xido de indio dopado com 11,5% de estanho.

Absorvancia [u.a.]
Absorvancia [u.a.]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
350 360 370 380 390 400 350 360 370 380 390 400
Comprimento de onda [nm] Comprimento de onda [nm]

Figura 8.2 - Espectros de absor¢ao UV-Vis para o 6xido de indio (a) e para o ITO
(b).

A energia associada ao band gap E, é obtida do espectro de absorbancia e

calculada pela equagio:’

E = ‘ (8.2)

max
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sendo h a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz e Ay.x 0 comprimento de onda
de méxima obsorvancia no espectro. A tabela 3 mostra as propriedades eletroopticas

dos filmes finos obtidos.

Tabela 2 - Propriedades eletroopticas dos filmes de In,O3 e In,Os: Sn obtidos. Os

~ . 1-
resultados estio de acordo com a literatura.'™

Material % Sn™** Band Gap p (Q2.cm)
In,03 0 3,21 56.10"
In,03 (ITO) 11,5 3,13 2,3.10™

O baixo band gap, tipico de materiais semicondutores, deve-se ao fato de a
falta de oxigénio na rede do 6xido de indio criar estados doadores abaixo da banda de
conducao, como ja exposto no item 8.1.1. No caso do ITO, além da falta de oxigénio,
a substituicdo do fon In™ pelo ion Sn™ na rede também poderia originar estados

doadores, 0 que explicaria a diminui¢ao da energia band gap em 0,08 eV.

8.1.3 - Analise Microestrutural (MEV, DRX)

A morfologia de filmes finos de ITO desempenha papel importante nas
propriedades elétricas do filme. Uma porosidade elevada levaria o material a
apresentar efeitos capacitivos, fato que comprometeria em muito as propriedades
elétricas do filme formado. Além disso, um material poroso para a imobilizagdo do
conjugado PAMAM/GOx-HRP levaria as enzimas a uma retengdo dentro dos poros
do material. Isto causaria a necessidade de um certo tempo para a difusdo do analito

para dentro do filme e um tempo para a difusdo dos produtos da reacao catalisada
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enzimaticamente para fora do filme de ITO, o que comprometeria o tempo de
resposta do biossensor.

Na Figura 8.3 ¢ apresentada a imagem tipica de microscopia eletronica de
varredura da superficie dos filmes de ITO depositados em substrato de vidro. A
imagem revela a formag¢dao de material com contorno de grao bem definido,
revelando a natureza policristalina do material formado. O tamanho médio dos graos
¢ da ordem de 400. 10”, o que evidencia a estrutura nanométrica do material obtido.

A estrutura cristalina de um solido se refere ao conjunto de propriedades que
irdo resultar na forma como estdo espacialmente ordenados os 4tomos ou moléculas
que o constituem. Levantamento de dados acerca da estrutura cristalina de filmes de
ITO se torna importante, pois é esperado, que o estanho atue apenas com dopante do
material, ndo afetando assim a rede cristalina do 6xido de indio. O SnO; ¢ o In,O3
sdo materiais com distintas propriedades, sendo o primeiro mais resistivo. A
principio, a presenca de estanho na rede do oOxido de indio aumenta sua
condutividade. Porém, uma alta concentragdo de estanho, altera as propriedades
elétricas e oOpticas dos filmes de ITO.

O difratograma de raios-X dos filmes de ITO depositados em substrato de
vidro ¢ apresentado na Figura 8.4. Em azul tem-se o difratograma do 6xido de indio
puro depositado em vidro e em verde esta representado o difratograma do 6xido de
indio dopado com 11,5 % de estanho. Na Figura 8.4 os picos apresentados sdo
referentes ao pd de 6xido de indio para efeito de comparagao.

O difratograma indica que os filmes de ITO sao policristalinos e cristalizam e
em uma estrutura cibica de bixbyita do In,O; (ilustrada na Figura em 8.4).6 A
presenga dos picos (222) e (400) tipicos de uma estrutura cubica, estdo fortemente

evidenciados no difratograma.®’ Observa-se que ndo ha formagdo de 6xido estanho
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(Sn0») ja que, em nenhum angulo, a lei de Bragg foi satisfeita para esse material. A
orientagdo preferida de crescimento dos filmes de ITO de acordo com o difratograma

¢ o plano (222), sendo esta orientacdo dependente da temperatura de deposicdo.”®

- = k-

Spot Magn Det WD |
V4.0 1000x SE 1.7 1TO-3
T W * P \, -

o

Accy  Spot Magn Del WD |
kEV 4.0 3000x Sk 1.7 1mo-3

-

(b)

Figura 8.3 - Imagem tipica de MEV da superficie dos filmes de ITO depositados em
substrato de vidro: (a) ampliacao de 1000 vezes e (b) 3000 vezes.

Biossensores de Glicose Nanoestruturados Baseados em Dendrimeros PAMAM e Filmes Finos de In,O5:Sn



Capitulo 8 - Resultados e discussdo 96
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Figura 8.4 - Difratograma de raios-X de um dos filmes obtido. Em Azul In,O; ¢
verde In,O3:Sn. No fundo est4 representacdo de uma estrutura cubica de
bixbyita. A esferas negras representam os atomos de indio e as brancas

os atomos de oxigénio.

8.2 - Caracterizacdo do dendrimero PAMAM
8.2.1 — Cromatografia de permeacédo em gel

O peso molecular médio e a polidispersio de dendrimeros sdo dois
parametros de maior importdncia para a determinagdo e explicagdo do

comportamento fisico destes sistemas macromoleculares. Dendrimeros de peso
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molecular muito baixo geralmente ndo apresentam as propriedades mecanicas
desejaveis para a area médica enquanto que os de peso molecular muito elevado sdo
muito pouco soluveis e geralmente, ndo ¢ possivel utiliza-los no revestimento de
superficies sintéticas.

A cromatografia de permeagdo em gel (GPC) ¢ uma técnica que tem sido
destacada como fundamental para a ciéncia macromolecular. Esta técnica de
separac¢ao foi introduzida por Moore em 1964 para a determinagao da distribui¢ao de
pesos moleculares de um polimero.” A técnica GPC utiliza colunas empacotadas com
géis de poliestireno ou polietileno glicois reticulados de deferentes porosidades
constituindo a fase estacionaria. O polimero dissolvido em um solvente conveniente
¢ separado de acordo com seu volume hidrodindmico, ou seja, moléculas pequenas
tendem a permanecer na fase estacionaria enquanto que moléculas grandes sdo
excluidas preferencialmente da fase estaciondria. Os detectores utilizados podem ser
do tipo refratométricos, UV ou IR, dependendo da natureza do polimero.

A eficiéncia do processo de separacdo ¢ fungdo do volume de retengdo (ou
elui¢do) (Vr) e da massa molar do material. O volume de retencdo por sua vez ¢é
funcdo do volume intersticial V, e o volume do poro acessivel no gel, ou seja:

VR =V, +KpV; (8.3)
sendo V; o volume interno total do poro € Kp € o coeficiente de parti¢do entre V; e a
porg¢do acessivel para um dado soluto.

Quando Kp = 0 (moléculas grandes) VrR=V,, ocorrendo uma elui¢do rapida da
coluna. Para moléculas pequenas que penetram no volume do poro, Kp=1 ¢ a eluigdo
da coluna é mais lenta. Esta técnica esta limitada a moléculas onde Vi < V,ou, Vg >

V0+ Vl'
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Uma vez que o peso molecular de um polimero determinado por GPC nao
representa o seu valor absoluto sendo neste caso, um valor obtido com base em uma
curva de calibracdo de polimeros de conhecidos pesos moleculares, podemos
escrever:

log[n]sM; = log[n].My (8.4)
sendo [n] e M a viscosidade intrinseca e a massa molar do polimero,
respectivamente. Os indices s e u representam, respectivamente, o padrao e a amostra
em analise.

Desde que os volumes hidrodinamicos da amostra e do padrdo ndo sao
necessariamente iguais, tem-se que [n]=KsM"s e [n],=K..M""u. A massa molar da

amostra u pode ser determinada a partir de:'’

logM, = —— Jog| e | 1Y o m. (8.5)
l+v K,| 1+V,

u u

Freqiientemente as curvas de calibragdo sdo construidas a partir de poliestireno (PS)
ou poli(etileno glicol) (PEG) sendo conhecidos o peso molecular absoluto do
polimero. O peso molecular absoluto de um polimero pode ser determinado a partir
de técnicas como o espalhamento de luz e a osmometria

A Figura 8.5 mostra a analise por GPC do dendrimero PAMAM de geracao 4
(G4) obtido neste trabalho. A presenga de um pico bem definido confirma a pureza
do dendrimero obtido. Ao mesmo tempo, podem ser observados na Figura 8.5 uma
distribuicdo de peso molecular monomodal e um baixo indice de dispersdao no peso
molecular (M,/M,, = 1,15); o que confirma a estrutura dendritica da macromolécula

PAMAM G4.
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Figura 8.5 - Curva de calibragdo (a) e analise por GPC (b) do PAMAM G4 obtido

neste trabalho.

8.2.2 — Caracterizac&o espectroscépica (FTIR, UV-Vis, 'H-NMR)

As observagdes Opticas estdo relacionadas a transi¢do eletronica que ocorre
por absor¢ao de fotons por parte do material. Um espectro de absor¢ao sera, portanto,
composto por um conjunto de bandas associadas as diversas transi¢des vibracionais e
rotacionais possiveis dos dois estados eletronicos envolvidos na transi¢do e
dependera das regras de sele¢do espectroscopicas validas para cada caso.

Na Figura 8.6 ¢ mostrado o espectro de absor¢do na regido UV-Vis
caracteristico de dendrimero PAMAM de geragdo 4. O espectro exibiu dois maximos
de absorcao; 240 nm e 290 nm. A absorcdo maxima em 240 nm esta associada a
transicdes m-1 separagdo entre a diferenca de energia entre os orbitais moleculares

de fronteira HOMO (orbital molecular mais alto ocupado) ¢ LUMO (orbital
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molecular mais baixo desocupado) da molécula de PAMAM G4. A banda de
absor¢ao em 290 nm corresponde a diferenca de energia HOMO-LUMO de grupos
carbonila (grupo funcional constituido de um atomo de carbono e um atomo de

oxigénio) provenientes dos grupamentos amida da molécula de PAMAM."!

240

290

Absorvancia [u.a.]

T T T T

T T T
600 800 1000

Comprimento de onda [nm]

T T
200 400

Figura 8.6 - Espectro UV-Vis do dendrimero PAMAM (G4).

A Figura 8.7 apresenta o espectro FTIR para o dendrimero PAMAM G4 entre

3500 e 500 cm™. As bandas de absorcdo em 3282 cm™ e 1647 cm™ caracterizam as

Biossensores de Glicose Nanoestruturados Baseados em Dendrimeros PAMAM e Filmes Finos de In,O5:Sn



Capitulo 8 - Resultados e discussdo 101

freqii€éncias vibracionais caracteristicas das aminas primarias existentes na periferia
do dendrimero PAMAM. A banda de absor¢do a 3070 cm™ é caracteristico da banda
de amida II e ¢ representativa do processo de sintese dendritica divergente. As

bandas de absor¢do a 2862 cm™ e 2935 cm™ representam as vibracdes do grupo CHa,

antissimétrico e simétrico, respectivamente.

Transmitancia [u.a.]

T

—+ T T+ 1T T T ' T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

nimero de onda [cm™]

Figura 8.7 - Espectro FTIR do dendrimero PAMAM (G4).

A andlise de estruturas dendriticas continua sendo um problema relativamente

complexo uma vez que grandes nimeros de possiveis erros estruturais podem estar
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presentes no polimero. O maior problema na sintese de dendrimeros PAMAM via
rota de sintese de Michael envolve o aparecimento de estruturas ndo simétricas bem
como as reagdes secundarias de ciclizagdo intramoleculares devido a presenca de
muitos grupos funcionais na periferia do dendrimero.

Na Figura 8.8 ¢ mostrado o espectro de ressonancia magnética nuclear de
prétons ("H-NMR) do dendrimero PAMAM G4 em CD;OD. Os picos de aminas
primarias, secundarias e terciarias bem como os picos correspondentes a carbonila do
monomero metacrilato de metila, caracteristicos de um dendrimero PAMAM G4
sintetizado via reagdo de Michael, s3o claramente observadas no espectro e estdo em

A . . 12
boa concordancia com os dados observados na literatura.

-CO-NH-

[ | [}
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Figura 8.8 - Espectro "H-NMR do dendrimero PAMAM G4 em CD;0OD.
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8.2.3 - Estudo da condutividade elétrica

O sinal do biossensor proposto corresponde a geracao de uma corrente devido
a oxidacao da molécula de glicose e peroxido de hidrogénio, pela acdo das enzimas
glicose oxidase e peroxidase, respectivamente. Estas enzimas, por sua vez,
encontram-se imobilizadas no dendrimero PAMAM (G4). Dessa forma, o sinal
(corrente) do biossensor, depende do fluxo de elétrons através da estrutura dendritica.

O monitoramento da corrente em fun¢do da tensdo aplicada em um material,
auxilia na elucidacdo de suas propriedades elétricas. Na caracterizagdo elétrica torna-
se necessario um contato 6hmico com a amostra, uma vez que o contato direto do
eletrodo com amostra pode gerar efeitos capacitivos, o que pode levar a resultados
inexatos. Neste sentido, o dendrimero PAMAM foi depositado em eletrodos
metalicos (Al) de baixa resistividade por evaporagao do solvente.

O comportamento elétrico da heterojungdo PAMAM/AI ¢ apresentado na
Figura 8.9. Em (a) tem-se o comportamento elétrico para um dendrimero PAMAM
de geragdo 0 (GO) e em (b), é apresentado o comportamento elétrico do dendrimero
PAMAM de geracdo 4 (G4). Observa-se a existéncia de uma barreira de potencial a
ser vencida para que o processo de conducdo se inicie, sendo um dendrimero de

menor geragao (G0), menos resistivo que um dendrimero de elevadas geragdes (G4).
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Figura 8.9 - Comportamento elétrico I(V) da heterojungdo PAMAM/Al: PAMAM
GO (a) e PAMAM Gl (b).

A baixa condutividade observada na curva (V) da Figura 8.9 (b) pode estar
associada ao elevado niimero de geracdo do dendrimero (G4). Como descrito no
capitulo 4, o processo de conducdo eletronica em macromoléculas dendriticas ocorre
por meio do acoplamento eletronico (A) entre as regides doadoras (Vp;) e aceptoras
de elétrons (V,;) existentes na macromolécula, convenientemente descritas pela

fungio de Green (G):'*"

A= ZVDiGijVjA (8.3)
i

O numero de geragdes faz com que a fungdo de Green decaia, confinando as

fungdes de onda do elétron no nucleo do dendrimero. Esse fato faz do dendrimero
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PAMAM de altas geracdes se apresentar menos condutivo na interface com o metal.
Assim, a densidade de estados eletronicos e o nimero de geracdes sdo inversamente
proporcionais, o que justificaria a baixa condutividade elétrica observada. A Figura
8.10 1ilustra a condutividade elétrica do dendrimero PAMAM G4 em fung¢ao da
temperatura segundo o modelo de Arrhenius (a) e Mott (b).

A dependéncia entre a condutividade e a temperatura para 0 PAMAM pode

. . 7 16,1
ser descrita pelo modelo de Arrhenius, através de:'®!

(8.4)

sendo Kp a constante de Boltzmann e E, a energia de ativacdo para o processo de
conducao.

A energia de ativacdo, E, = —dlnc/d(KBT)'l, calculada segundo o modelo de
Arrhenius ¢ igual a 75,2 kcal.mol™! (7,8 eV). Neste caso, admitindo-se o modelo de
condug¢do por saltos (hopping), os portadores de carga no PAMAM G4 encontram
uma barreira de potencial elevada, em concordancia com os resultados previstos pela
funcao de Green (Equacio 8.3).

A andlise da condutividade do PAMAM G4 em fungdo da temperatura pode

também ser analisada pelo modelo de Mott, descrito pela equagio:' ™'

Ty )’
G=0qexp| —| — (8.5)

T
sendo y=1/4. A constante associada ao decaimento exponencial dos estados
localizados e a densidade de estados no nivel de Fermi (temperatura de Mott) ¢ dada

por:

T, =16/K N(E,)L’ (8.6)
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sendo oy a condutividade para T — o , T a temperatura absoluta, y um coeficiente
numérico cujo valor para um sistema com 3 dimensdes é 4, K, constante de
Boltzmann, N (Ef) a densidade de estados no nivel de Fermi e L o comprimento da
localizagao eletrdnica.

A temperatura de Mott (Ty) calculada a partir da Equagao (9.5) ¢ de 4,72 K.
O valor obtido para Ty indica uma resisténcia ao tunelamento dos elétrons do nticleo
do dendrimero a sua superficie. O nimero de estados no nivel de Fermi (N) estimado
¢ de aproximadamente 4,23.10'7. Uma vez que a barreira coulombiana (Bc)
associado ao mecanismo de conducao ¢ proporcional a densidade de estados no nivel
de Fermi (BcocN(Er), o valor obtido neste trabalho esta em boa concordancia com a
dependéncia da resistividade do dendrimero e o seu nimero de geragoes.

Observa-se ainda que a condutividade elétrica do PAMAM aumenta
linearmente com o aumento da temperatura para intervalos de 291 a 323 K sugerindo
que o mecanismo de condugdo ¢ termicamente ativado. Os resultados obtidos
indicam também que as propriedades condutoras do PAMAM dependem

significativamente de seu nimero de geragdes.
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Figura 8.10 - Dependéncia da condutividade do PAMAM G4 com T (a) e T
(b). Intervalo de temperatura estudado: 291-323 K a 1 atm.

8.2.3 — Modelagem Molecular
Como ja citado, a performance do biossensor ¢ dependente do fluxo de
elétrons do dendrimero para o eletrodo de ITO. Neste caso, a estrutura molecular do
dendrimero pode exercer uma influéncia significativa no fluxo eletronico. A fim de
compreender as propriedades elétricas do dendrimero PAMAM, a modelagem
molecular ao nivel dos orbitais moleculares de fronteira, bem como a distribui¢ao de
cargas ao longo da molécula podem ajudar a desvendar as propriedades de transporte
nesse tipo de material.
As Figuras 8.11 e 8.12 representam a distribuicdo espacial dos orbitais de
fronteira (HOMO-LUMO) e suas energias para uma dendrimero PAMAM GO e G1,
respectivamente. Em azul, estd representado a parte negativa da funcao de onda e em

vermelho a parte positiva. A diferenca de energia entre os orbitais de fronteira
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(HOMO-LUMO) pode contribuir para a compreensao das propriedades elétricas de
um material. Em uma primeira aproximacgao, esta diferenca de energia representa
para moléculas organicas, o que o band gap representa para semicondutores
inorganicos, correspondendo o HOMO a banda de valéncia e o orbital LUMO a
banda de conducao.

O band gap para o dendrimero de geracao 0 ¢ menor que o gap do dendrimero
de geragdo 1, 7,772 eV e 7,981 eV, respectivamente. Este resultado tedrico estd em
boa concordancia com os resultados experimentais obtidos neste trabalho,
evidenciando que dendrimeros de baixas geragdes possuem uma maior
condutividade, em virtude do seu baixo gap relativamente a dendrimeros de geragoes

mais altas.

HOMO - 9.695 eV

Biossensores de Glicose Nanoestruturados Baseados em Dendrimeros PAMAM e Filmes Finos de In,O5:Sn



Capitulo 8 - Resultados e discussdo 109

LUMO - 1.923 eV

Figura 8.11 - Distribuico espacial dos orbitais de fronteira do PAMAM G0: HOMO
(a) e LUMO (b).

HOMO -9.555 eV
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LUMO 1.574 eV

Figura 8.12 - Distribuico espacial dos orbitais de fronteira do PAMAM G1: HOMO
(a) e LUMO (b).

O potencial eletrostatico exprime a medida do nivel de energia potencial
associada a particulas carregadas. Os potenciais eletrostaticos, para o dendrimero
PAMAM GO e G1 s3o mostrados nas Figuras 8.11 e 8.12, respectivamente. Existe
uma maior concentragdo de cargas na regido do nucleo do dendrimero. A
concentragdo de carga no nucleo do dendrimero aumenta com o niimero de geragdo
do dendrimero, o que evidencia que hd uma barreira potencial elevada para a
transferéncia eletronica do nucleo a superficie do dendrimero, sendo esta barreira
tanto maior quanto maior for a geragdo do dendrimero PAMAM. Esta observagdo
estd de acordo com a diferenca de energia entre os orbitais de fronteira HOMO-
LUMO como explicado anteriormente e com os resultados experimentais referentes a

condutividade observados na Figura 8.9 da secdo 8.2.3.
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Figura 8.13 - Potencial eletrostatico para o PAMAM GO.

Figura 8.14 - Potencial eletrostatico para o PAMAM Gl.
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8.3 - Performance do Biossensor

Sendo um biossensor um dispositivo quantificador de substancias, ¢ esperado
que todo dispositivo biossensor apresente boa sensibilidade frente ao analito a ser
determinado. Além de sensivel, ¢ esperado também que um biossensor seja
relativamente rapido quanto a monitoracao do analito.

Uma analise in vitro do comportamento do biossensor obtido neste trabalho
foi realizada frente a concentragdo de glicose. A Figura 8.15 mostra a resposta do
biossensor ITO/PAMAM-GOx-HRP desenvolvido para uma solugdo de glicose a

uma concentra¢io de 100 mg.dL™".
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Figura 8.15 - Resposta do biossensor amperométrico ITO/PAMAM-GOx-HRP em

fungdo do tempo. Concentragio de glicose 100 mg.dL™.
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Foi utilizado como parametro de resposta do biossensor a intensidade maxima
da corrente produzida no eletrodo ITO/PAMAM-GOx-HRP pela reagdo catalisada
enzimaticamente. Observa-se em 8.15 que a resposta do biossensor ¢
aproximadamente 5 segundos. A resposta do biossensor ITO/PAMAM-GOx-HRP
frente a diferentes concentragdes de glicose ¢ mostrado na Figura 8.16. Na Figura

8.17 ¢ apresentada a linearizacdo do mesmo sinal.
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2,0 1
1,54
1,0 1

051 f

T
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Figura 8.16 - Resposta do biossensor ITO/PAMAM-GOx-HRP em funcdo da

concentragdo de glicose a um potencial anddico de 100 mV aplicado

no eletrodo de trabalho.
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| Log (1) =7,87E-3C-7,04
R%=0.9723
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Figura 8.17 - Linearizagdo da resposta do biossensor ITO/PAMAM-GOx-HRP em
fun¢do da concentragdo de glicose a um potencial anddico de 100 mV
aplicado no eletrodo de trabalho. Os resultados obtidos correspondem

a trés medidas.

Observa-se que a intensidade da corrente elétrica aumenta com o aumento de
concentracdo de glicose em escala logaritmica. Este aumento exponencial poderia
estar associado ao processo de difusdo eletronica através do dendrimero PAMAM G4
usado para a imobilizagdo das enzimas GOX e HRP. Tal material oferece, a
principio, uma barreira de potencial para a difusdo eletronica, sendo o sinal do

biossensor, dependente de tal situacao.
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A Figura 8.16 indica que o biossensor ITO/PAMAM-GOx-HRP ¢ adequado
para andlise de glicose a nivel clinico. A concentracdo de glicose pode ser
determinada a partir da equacao:

Log (I) =7,87E-3 C - 7,04

Sendo I a corrente maxima e C a concentracao de glicose.
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A obtenc¢éo do bioconjugado PAMAM-GOX-HRP € interessante do ponto de

vista de que o dendrimero possui uma elevada densidade de grupos funcionais em

sua superficie, caracteristica ideal para a obtencao de sistemas muiltienzimaticos. Por

outro lado, a sintese de eletrodos do tipo ITO € fundamental para a obtencéo de

biossensores que possuem uma performance adequada quanto a monitoracdo de

glicose, analito este clinicamente importante.

Os resultados experimentais permitem concluir que:

Os filmes finos de ITO possuem as caracteristicas elétricas adequadas para
serem utilizados como biossensores de glicose;

A analise microestrutural (MEV e DRX) evidenciou que os filmes de ITO séo
policristalinos com graos da ordem nanometrica. O material possui estrutura
clbica tipica de bixbiyta e ndo ha influéncia do 6xido de estanho na rede do
oxido de indio, atuando os atomos de estanho apenas como substituinte;

O polimero poli(amidoamina) PAMAM sintetizado neste trabalho possui
estrutura dendritica, comprovado pelas espectroscopias NMR e FTIR, bem
como pela cromatografia de permeacao em gel (GPC);

As caracterizacOes eletrodpticas do dendrimero PAMAM mostraram que
existe uma barreira de potencial elevada para que se inicie 0 processo de
conducdo, sendo esta barreira um tanto maior quanto maior for a geracédo do
dendrimero (modelagem molecular e curva I(V)) indicando um alto band gap

para 0 PAMAM G4 (UV-Vis);
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5- Os resultados obtidos através de simula¢cdes computacionais estdo em boa
concordancia com as caracterizacbes elétricas e oOpticas do dendrimero
PAMAM;

6- O sinal do biossensor ITO/PAMAM/GOX-HRP ¢ dependente da difusao
eletronica através da estrutura dendritica;

7- Por fim, o sistema ITO/PAMAM/GOX-HRP exibiu uma performance

adequada quanto a sua caracteristica de biossensor de glicose.
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Como foi exposto anteriormente, 0 numero de diabéticos € grande em todo o
mundo. No caso de paises subdesenvolvidos, como o Brasil, a metade desses doentes
ndo sabe que sofrem da doenca. Sistemas inteligentes para 0 monitoramento do
diabetes melito ou para um trabalho de prevencéo representa um elevado potencial
de crescimento mercadoldgico. Os biossensores ja tém sido usados para tal
finalidade, contudo, ainda é grande o nimero de pessoas que ainda ndo tém acesso ao
monitoramento do diabetes, devido ao alto custo dos dispositivos atuais. Neste
sentido, espera-se que o presente trabalho possa ter despertado a necessidade do
desenvolvimento de biossensores em nosso pais. Porém, é reconhecido que o
caminho a ser percorrido ainda é longo.

Algumas etapas ndo menos importantes das que aqui foram apresentadas,
necessitam ser estudadas e analisadas cuidadosamente quanto ao projeto de um
biossensor de glicose genuinamente nacional. Tais etapas, se ndo foram incluidas
neste trabalho devido ao bindbmio de tempo e instrumentacdo, espera-se que as
mesmas sejam estudadas em futuros trabalhos. Assim, pode-se dizer que as
perspectivas futuras desse trabalho séo:

1- Estudar as interagdes entre o dendrimero PAMAM e as enzimas GOXx e

HRP a nivel molecular;

2- Calcular os parametros cinéticos das enzimas imobilizadas e verificar a

influéncia do processo de imobilizacdo na atividade enzimatica;

3- Otimizar a producdo de eletrodos de ITO via CVD;

4- Considerando-se que um biossensor envolve, além de um eletrodo

enzimatico também um sistema de aquisi¢do de sinais em tempo real, é
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proposto a otimizacdo e miniaturizacdo do circuito usado bem como a

elaboracdo de um software para digitalizacao dos sinais obtidos.
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