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Resumo

A descoberta de novos métodos, simples e robustos, de imobilizacdo de
biomoléculas conjugadas com nanomateriais em superficies metalicas, surge devido a
necessidade de melhorar o desempenho das interfaces biossensoras atualmente
existentes, tornando-as mais estaveis, versateis e eficientes para a detecdo de
compostos alvo.

Na presente tese foram exploradas metodologias diretas, de um sé passo
reacional, para imobilizacdo de biomoléculas em superficies de ouro, baseadas na
formacgado in situ de ditiocarbamatos, com o intuito de utilizd-las como plataformas
para biossensores. Para tal estudou-se a reatividade entre o dissulfureto de carbono e
grupos amina presentes em moléculas pequenas (epinefrina), em aminodacidos
(triptofano) e em enzimas (glucose oxidase e lacase). Estas reaces foram efectuadas
na presenga de nanoparticulas com varios tamanhos médios: Pt (3 nm), Au (5, 20 nm)
e Fes04 (20 e 40 nm), em meio organico e aquoso. A funcionalizacdo das
nanoparticulas e a imobilizacdo estavel dos (bio)compostos estudados na superficie de
ouro, foi confirmada por ensaios eletroquimicos (voltametria ciclica,
cronoamperometria), por espectroscopia fotoeletrdnica de raios-X e microscopia de
forca atdmica. A atividade catalitica dos elétrodos nanoestruturados modificados com
glucose oxidase e lacase foi avaliada, electroquimicamente, para a oxidacdo da glucose
e do acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).

O dissulfureto de carbono foi igualmente utilizado para ligar nanoparticulas de
magnetite (20 e 40 nm), em superficies de ouro, funcionalizadas com metaloporfirinas
de Fe e Co que possuem grupos funcionais especificos com afinidade para superficies
de 6xidos metalicos. Esta modificagcdo simples e versatil permitiu estudar com sucesso
a reacdo de reducdo de oxigénio (ORR), em meio acidico. Desta forma, provar
demonstrou-se a estabilidade das nanoparticulas de magnetite conjugadas com
metaloporfirinas em solug¢des acidas, revelando o seu potencial como uma alternativa
a utilizacdo de catalisadores a base de platina para a ORR. A funcionalizagcdo das
nanoparticulas foi demonstrada por espectroscopia de UV — visivel enquanto os

ensaios com o elétrodo rotativo de disco e anel, revelaram a existéncia de dois



mecanismos diferentes para a ORR, via 2 ou 4 eletrGes, dependendo do centro
metalico, Co ou Fe, das metaloporfirinas.

A metodologia de modificacdo de superficies nanoestruturadas de ouro com
base na formacao in situ de ditiocarbamatos (CS, e proteina A) foi também testada na
preparacao de interfaces para imunossensores. Ficou demostrado, por ressonancia de
plasmao de superficie, elipsometria convencional e de imagem em modo de reflexao
interna total, que esta interface apresenta capacidade para detetar fendmenos de
bioespecificidade (Imunoglobulina G - Anti-Imunoglobina G), com a vantagem de inibir
a adsorcdo de proteinas ligadas inespecificamente. Foi ainda apresentada uma
abordagem completamente inovadora de preparac¢do de biointerfaces muito sensiveis,
baseadas na deposicdo direta de bicamadas lipidicas suportadas em ouro. Para este
propésito depositaram-se vesiculas que contém misturas de dois lipidos comuns (1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina e colesterol) e um alcanotiol, que provaram formar
bicamadas robustas, com elevada capacidade para inibir a adsorcao ndo especifica de
proteinas, permitindo ainda o acoplamento covalente de anticorpos. Esta nova
plataforma apresenta-se como uma alternativa com elevado potencial a utilizagao de

tiolipidos tipicamente usados no desenvolvimento de plataformas imunossensoras.

Palavras-chave

Dissulfureto de carbono; ditiocarbamato; nanoparticulas; biossensores; reacdo de

reducdo de oxigénio.



Abstract

The research for new, simple and robust methods to immobilize biomolecules
conjugated with nanomaterials on metal surfaces arises from the need to improve the
performance of the current biosensing interfaces. The purpose is to make these
biosensing interfaces more stable, versatile and efficient for the detection of target
compounds.

In this thesis, simple and one-step methodologies were explored for the
immobilization of biomolecules on gold surfaces, based on the in situ formation of
dithiocarbamates, in order to use them as a biosensors. The reactivity between carbon
disulfide and amine groups present in small molecules (epinephrine), aminoacids
(tryptophan) and enzymes (glucose oxidase and laccase) was studied. These reactions
were carried out in the presence of nanoparticles of various average sizes, Pt (3 nm),
Au (5, 20 nm) and Fes304 (20, 40 nm), in organic and aqueous media. The
functionalization of nanoparticles and the stable immobilization of the
(bio)compounds studied on the gold surface was confirmed by electrochemical
techniques (cyclic voltammetry, chronoamperometry), X-rays photoelectron
spectroscopy and atomic force microscopy. The catalytic activity of the modified
nanostructured electrode with glucose oxidase and laccase was electrochemically
evaluated towards glucose and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid),
respectively.

Carbon disulfide was also used to attach magnetite nanoparticles (20 and 40 nm)
functionalized with metalloporphyrins (Fe and Co) containing specific groups with
affinity for metal oxide surfaces, to gold electrodes. This simple and versatile
modification allowed to study successfully the oxygen reduction reaction (ORR), in
acidic medium. Thus, the stability of the metalloporphyrin/Fes0; nanoparticles
conjugate in acidic solution was confirmed, showing its potential as an alternative to
platinum-based catalysts for ORR. The functionalization of the magnetite nanoparticles
was confirmed by UV — visible spectroscopy, while the rotating ring-disk electrode
assays revealed the existence of two different mechanisms for ORR via 2 or 4 electrons

transfer, depending on the Co or Fe centre of metalloporphyrins.



The methodology to modify the nanostructured gold surfaces based on the in situ
formation of dithiocarbamates (CS, and protein A) was also tested for preparing
immunosensing interfaces. It was demonstrated by surface plasmon resonance,
conventional and total internal reflection imaging ellipsometry, that the biointerface
has the ability to detect biospecific phenomena (Immunoglobulin G- Anti-
Immunoglobulin G), with the advantage of inhibiting the non-specific adsorption of
proteins. A completely novel approach to prepare sensitive biointerfaces, based on the
direct deposition of lipid bilayers supported on gold is also presented. For this purpose,
vesicles containing mixtures of two common lipids (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine and cholesterol) and an alkanethiol were deposited on gold and
showed the formation of robust bilayers with a high capacity to inhibit non-specific
protein adsorption, allowing the covalent coupling of antibodies. This new platform is
presented as an alternative immunossensing interface without the need to use

thiolipids, typically employed in the preparation of lipid bilayers on gold.

Keywords: Carbon disulfide, dithiocarbamates, biosensors, nanoparticles, oxygen

reduction reaction.
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Capitulo 1 - Introdugdo

1.1 Funcionalizacdo quimica de superficies de ouro

A funcionalizacdo de substratos metdlicos com compostos organicos tornou-se
uma pratica comum na area da quimica de superficies.

A importancia de estudar e desenvolver novos métodos de imobilizagao,
simples e versateis, de biomoléculas ou de centros cataliticos em superficies metalicas,
que possam ser utilizados para o desenvolvimento de biossensores (6ticos ou
eletroquimicos) e para eletrocatalise, surge devido a necessidade de melhorar a
qualidade dessas plataformas, tornando-as mais estaveis e mais eficientes.

Tém sido empregues diversas metodologias na imobilizacdo de biomoléculas
(enzimas, anticorpos) em superficies de elétrodo, tais como, adsorcdo fisica ou
eletrostdtica (em suportes metdlicos e de carbono), acoplamento covalente em
superficies modificadas electroquimicamente por polimeros ou reducdo de sais
diazénio [1] e através da formacdo de monocamadas auto-montadas (SAMs) [2, 3] ou
da formacdo in situ de ditiocarbamatos (DTC), particularmente em ouro [4-6]. Mais
recentemente, também tem sido reportada a incorporacdo de proteinas em
superficies de ouro modificadas por sistemas modelo de biomembramas
(bicamadas)[7, 8].

A medida que se vai evoluindo neste campo de investigacdo, tem-se vindo a
descobrir que a utilizacdo de compostos organossulfurados prontamente disponiveis
para reagir com superficies planas e/ou nanoestruturadas, € uma das chaves para a

funcionalizacdo de elétrodos (ouro, carbono, platina, etc.) [2, 3, 9].

1.1.1 Monocamadas auto-montadas

Desde o inicio da década de 90, surgiram varios trabalhos descrevendo a
formacdo de monocamadas auto-montadas (SAMs) reportando detalhadamente as
suas principais caracteristicas, vantagens e tipos de interacdo mais comuns [2, 10-14].

As SAMs sdo originadas pela adsorcdo espontanea de moléculas organicas em



substratos soélidos (figura 1.1a), através de grupos com afinidade para o substrato, e
por ligacbes de van der Waals entre grupos apolares de moléculas adjacentes.
Apresentam-se estaveis, organizadas, com elevado grau de empacotamento e sdo
faceis de preparar e muito versateis, o que as torna muito atrativas para diversas
aplicacdes, tais como eletrocatdlise, biossensores, protecdo contra a corrosdo. A
formagdao de SAMs com grupos especificos, por exemplo, COOH ou NH,, sdo
suscetiveis de serem covalentemente ligados a proteinas (figura 1.1a) [14, 15]. Os
exemplos de SAMs mais conhecidos sdo os triclorosilanos de alquilo em vidro, silica,
oxido de aluminio e os derivados de enxofre em ouro, platina, mercurio e cobre [16]. A
auto-montagem de n-alcanotidis, dialquilsulfuretos e dialquildissulfuretos [2, 11, 15]
em ouro é controlada pela elevada afinidade do enxofre para a superficie de ouro com
uma energia da ordem de ~40 kcal mol™ [17]. O enxofre liga-se a superficie do ouro,
possivelmente formando um tiolato, com um estrutura hexagonal (\/3x\/3)R30° (figura
1.1b) e a adsor¢do ocorre nos locais em que o atomo de S (sp’) coordena com 3
atomos de Au da superficie Au (111), com um espacamento de ~ 5 A entre dtomos
vizinhos (figura 1.1c). Os vetores da célula unitaria s3o V3 vezes maiores do que os do

substrato [16, 18].
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Figura 1.1 — a) Esquematizacdo de monocamadas auto-montadas formadas em ouro;

b) perspetiva de topo da estrutural hexagonal (\/3><\/3)R30° de uma monocamada
auto-montada de decanotiol empacotada em Au(111) ; c) perspetiva lateral do arranjo
das moléculas de decanotiol adsorvidas na superficie do ouro com 5 A de separacdo

entre as cadeias alquilo e posicionadas a 32° da superficie do ouro, adaptado de [3].

A ligacao forte entre o enxofre e a superficie do ouro permite a caracterizacao
das SAMs formadas por diversas técnicas de caraterizacdo superficiais de elevada
sensibilidade (espectroscopia fotoeletréonica de raios-X, microscopia de forca atdmica e
elipsometria). Por técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica ou cronoamperometria,
determinacdo da carga) é possivel quantificar o nimero de atomos de enxofre
desadsorvidos da superficie de ouro, por desadsorcdo redutiva, podendo-se estimar
coberturas superficiais e inferir sobre a estabilidade e organiza¢cao da SAM.

Como alternativa a formacdo de SAMs de alcanotidis em ouro surgiu a formacao

in situ de ditiocarbamatos utilizando compostos organossulfurados.



1.1.2 Formagao in situ de ditiocarbamatos

As moléculas com grupos carboditiolato (-CS;) podem ter propriedades de
adsorcdo quimica superiores as dos tidis (SH), pois as suas distancias interatdmicas S-S
sdao quase ideais para a adsor¢dao epitaxial sobre Au, superficies [2, 4]. Tais grupos
podem ser alternativas atrativas a utilizacdo de alcanotidis no que respeita a robustez
da adsorc¢do. A. Wei [4, 5] foi o primeiro a reportar a adsor¢do espontanea de grupos
ditiocarbamatos (DTCs) em superficies de Au, através da simples exposicdo a
dissulfureto de carbono e uma amina secundaria.

Os DTCs, quando nao estao adsorvidos em superficies, sdao considerados
instdveis na sua forma acida e muitas vezes sdo preparados como sais de metal pela
condensacdo de dialquilaminas com CS, [4](figura 1.2a) sob condi¢Ges fortemente
basicas. Thomas J. Meade, em 2010 [19], reforca e complementa esses estudos,
mostrando que uma variedade de aminas secundarias podem condensar com o CS; em
superficies de Au, a temperatura ambiente sem base adicional, para formar grupos
que sdo estaveis em ambientes aquosos acidos e bdsicos. Em 2010, o nosso grupo de
trabalho [20] demonstrou que podiamos utilizar a formacao in situ de ditiocarbamatos
para imobilizar diretamente aminoacidos e enzimas em ouro, a partir de solucdes
aquosas. Também em 2010, J. Huskens e V.M. Rotello [21], reportaram a utilizacdo de
ditiocarbamatos para a imobilizacdo de nanoparticulas de o6xido de silica em
monocamadas auto-montadas, funcionalizadas com grupos amina ancorados em
superficies de silica. Em 2011, K. Chen e H. D. Robinson [22], introduzem a
funcionalizacdo de nanoparticulas de Au hidrocloreto de polialiamina, por
ditiocarbamatos, através da reacao dos grupos amina laterais com moléculas de CS,.

Assim, a formacao in situ de ditiocarbamatos ocorre por imersao de substratos
de Au em solugdes com uma proporcdo equimolar de CS, e de aminas [20] (figura
1.2b). Este procedimento de um sé passo pode ser realizado em solventes aquosos ou
organicos, no entanto, em meio organico (alcoois) tem sido reportado uma maior
eficiéncia desta reacdo. Os ditiocarbamatos podem também ser formados em
suspensdes coloidais de nanoparticulas de Au (figura 1.2 c) e em nanoestruturas

pontuais (quantum dots) de CdZe-ZnS [23]. E importante salientar, de acordo com o
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reportado [24], que as moléculas de ditiocarbamatos formam uma SAM compacta em
Au (111), através de uma ligacdo bidentada e apresentam densidades eletrdnicas
elevadas nos atomos de enxofre, formando uma estrutura de ressonancia quando

adsorvidas ao ouro.

R
1\N/R2
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CS, + R1_N\H  — ?
R, -S S
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I\N/ 2
b) :
cs, + R1_N|\'* + ST —
R 7T \s
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R
1\N/Rz
? NH )\
CS, + R — —_—
2 1 \ + N

R,

Figura 1.2 — a) Reagdo entre CS, e diaquilaminas em solugdo bdsica; b) reacdo de
formacao in situ de ditiocarbamatos em superficies de ouro; c) reacdao de formacao in

situ de ditiocarbamatos em superficies nanoestruturadas.

Apesar da robustez da ligacdo ditiocarbamato-Au e da facilidade com que estes
grupos podem ser formados, ainda existem relativamente poucos estudos sobre as
suas propriedades e aplicagdes. Assim, a gama de estruturas sintéticas ou de
biocompostos que podem ser imobilizadas por esta via em superficies planas ou

nanoestruturadas, devera certamente expandir num futuro préximo.

1.1.3 Nanomateriais

Os nanomateriais (nanoparticulas, nanotubos, etc) tém, por definicdo,
dimensées na escala nanométrica (0- 100 nm) e propriedades distintas do seu material
macico de origem. As nanoparticulas, em particular as de metais nobres e de éxidos

metalicos, tém propriedades Unicas, tais como dreas superficiais elevadas,
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biocompatibilidade, propriedades condutoras, magnéticas e oéticas, o que as torna
elementos muito interessantes para diversas aplicagbes, em particular, para
biossensores (por ex. oticos e eletroquimicos) e eletrocatdlise [25-28]. De entre os
metais empregues na sintese de nanoparticulas, Au, Pt, Pd, Ag, Ru, as de Au e a Pt ,tém
sido das mais estudadas [29-31], enquanto nas nanoparticulas de dxidos de metais de

transicdo, um dos 6xidos mais estudado é o Fe304 [28, 32, 33]

1.1.3.1 Nanoparticulas de ouro e platina

A preparacdo de nanoparticulas de Au (AuNPs) e de Pt (PtNPs) por métodos
quimicos em solugdo encontra-se largamente referenciada na literatura [29-31, 34,
35]. Em geral, envolve o uso de um sal do metal em solucdo e a adicdo de um agente
redutor [29, 36]. A presenca de um agente redutor, em solugdo, permite estabilizar as
nanoparticulas formadas, controlando a agregacdo, o tamanho, a forma e a orientacdo
cristalografica superficial das nanoparticulas [37].

Entre os métodos disponiveis para a sintese de AuNPs, o método de reducao
direta é um dos mais utilizados. Este foi descrito por Turkevich [38] e desenvolvido por
outros [31, 39, 40]. O sal de ouro (HAuCl;) em solugdo é reduzido, a temperatura
elevada (~ 100 °C), pelo agente redutor citrato de sédio, formando-se nanoparticulas
esféricas com tamanhos entre 16 e 150 nm de didametro. Podem ainda ser sintetizadas
AuNPs e também PtNPs a temperatura ambiente utilizando um procedimento
semelhante (método Solla- Gullén), ou seja, por reducdo direta do sal de ouro ou
platina (HAuCl; ou K,PtCls;, respetivamente) e pela adicdo de citrato de sédio e
borohidreto de sédio [41], obtendo-se nanoparticulas com diametros muito mais
reduzidos, de aproximadamente 5 nm.

Uma das caracteristicas oticas mais interessantes das AuNPs é que, quando
irradiadas por luz visivel, ocorre uma oscilagdo coletiva de eletrdes livres na superficie
da particula, absorvendo parte dessa luz visivel. Este fendmeno é denominado por
efeito de ressonancia do plasmao de superficie, o qual sofre desvios de comprimento
de onda no espectro do UV-visivel, devido ao tamanho, material, forma e ao meio
dielétrico circundante [42-44]. As PtNPs ndo apresentam este fendmeno 6ético na

regido UV-visivel, no entanto a sua formacdo pode ser acompanhada pelo
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desaparecimento da banda de absorcdo do sal de platina (K,PtClg), em meio aquoso
(dgua) a cerca de 258 nm [45].

Um dos procedimentos mais utilizado para ligar as AuNPs a superficies planas é
a formagdo de monocamadas auto-montadas de derivados de alcanoditidis [46, 47],

devido a forte afinidade quimica entre o enxofre e ouro.

1.1.3.2 Nanoparticulas de magnetite (Fe3;0,)

A magnetite é um mineral magnético, constituida por éxidos de ferro (Il) e (lll) e
oxigénio, que apresenta uma estrutura do tipo espinela com uma férmula geral AB,0,,
em que A e B sdo os catides [48]. O empacotamento denso dos anibes (neste caso
oxigénio (0O4)) provoca dois tipos de intersticios distintos, o tetraédrico e octaédrico,
onde irdo posicionar-se os atomos Fe [28]. As posicOes tetraédricas sdo ocupadas por
ides Fe** e as posicdes octaédricas por ides Fe** e Fe?*. Assim, a estrutura pode
globalmente ser descrita como (Fe*)wt(Fe*'Fe?*)otOs. A magnetite pode facilmente
sofrer oxidacdo, especialmente na forma de nanoparticulas com tamanhos mais
pequenos (< 12 nm) pelo que, a sua formulacdo correta terd de ser Fes;,04, em que x
diminuiu com o aumento do tamanho da particula. No caso de uma oxidacdao maxima
(x = 1) esta estrutura da origem a magemite, y-Fe,03, onde o ferro existe apenas como
Fe®' [32, 33], enquanto que, para x = 0, tem-se Fe304 (magnetite) no seu estado mais
puro. Quanto maior for o tamanho médio das particulas menor a tendéncia para se
oxidarem. Deste modo, o fator estequiométrico do FeZJ'/Fe3+ influencia bastante as
propriedades das nanoparticulas (cristalinidade, capacidade de adsorcdo, estado de
oxidacdo, condutoras e magnéticas, etc) [28, 49].

As propriedades das nanoparticulas dependem fortemente do método de
preparacao escolhido. De todas as metodologias existentes atualmente, o método de
co-precipitacdo ou apenas precipitacao, € um dos mais usados [50-52].

As nanoparticulas de magnetite atuam como acidos de Lewis em sistemas
aquosos, coordenados a moléculas de H,0 ou grupos hidroxilo. Este é o motivo pelo
gual a superficie destas nanoparticulas é bastante dependente do pH [49]: a valores de

pH < 7, a superficie estd protonada e a pH > 7, a superficie estd negativamente



carregada com grupos OH™ [53]. As nanoparticulas de magnetite em contacto com uma
solucdo aquosa de pH inferior a 7 dissolvem-se [54]. Por esse motivo, surge a
necessidade de criar revestimentos apropriados para proteger e, simultaneamente,

estabilizar estes nanomateriais.

1.1.3.3 Funcionalizagdo de nanoparticulas e imobilizagio em

superficies de elétrodo

As suspensdes coloidais de nanoparticulas metalicas possuem ides
estabilizadores e é necessario substitui-los, por exemplo, a troca espontanea de um ido
citrato das AuNPs por uma molécula de tiol ou dissulfureto, para permitir a
funcionalizacdo de nanoparticulas e a sua ligacdo a superficies de ouro plano. Foi
reportado um estudo que afirma que as trocas de ides citrato por ides tiolatos em
AuNPs [55-57], sdo conseguidas devido a diferenca substancial da energia de ligacao
entre o Au-S (~40 kcal/mol) e o Au-O (~2 kcal/mol). No entanto, este estudo
demonstra também que, ao contrdrio do que tem sido assumido, apenas 50-65 % de
grupos tiolatos de uma SAM com empacotamento maximo, estardo co-adsorvidos as
AuNPs juntamente com os ides citratos [57].

No caso de nanoparticulas de éxidos metalicos, a sua funcionalizagcdo e
posterior ligacdo a superficies de ouro podera ocorrer de uma forma mais direta, caso
sejam obtidas no estado sdlido sem agente estabilizante. No entanto, como a sua
estabilidade em solugdo aquosa depende do pH do solvente, é necessaria a formacgao
de revestimentos inorganicos ou organicos em redor das NPs. Estes revestimentos sao
geralmente de Au, silica, ou outros compostos inorganicos ou organicos (polimeros),
ou ainda materiais semicondutores [58]. Uma alternativa a criacdo destas “capas”
protetoras podera ser a funcionalizacdo de nanoparticulas de magnetite por adsorgao
de compostos bioldgicos [59-62] ou organometadlicos [63] a qual pode ocorrer através
de interacdes eletrostaticas (COO’, NHs"), pontes de hidrogénio ou pelo grupo SH, ou
ligacGes covalentes [61, 62, 64]. Schwaminger e colaboradores [61] descreveram que a
natureza quimica das interacdes entre os aminodacidos de uma proteina e a superficie

de magnetite, depende essencialmente da polaridade e dos grupos COOH, NH, ou SH
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de cada aminoacido. No caso da cisteina [65], esta devera ligar-se pelo grupo SH a
magnetite, através da ligacdo Fe-S, visto que a energia da ligagdo Fe-S (~ 77 kcal/mol) é
superior, logo preferencial, a ligagdo Fe-O (~32 kcal/mol) [66].

Desta forma, surge o interesse em continuar a explorar a modificacdo direta de
superficies de magnetite por compostos organossulfurados, de forma a minimizar ou
eliminar a necessidade de revestimentos quimicos (core-shell), muitas vezes utilizados

para a funcionalizagdo de nanoparticulas.

A ligacdo covalente de enzimas em superficies nanoestruturadas de ouro
através da formacao de SAMs de alcanoditidis (com grupos terminais NH, ou COOH) é
um dos métodos mais utilizados na preparacdo de biossensores enzimaticos [47], no
entanto, é dependente de uma etapa de ativacdo destes grupos por agentes
acoplantes (ex. NHS/EDC). Deste modo, a imobilizacdo covalente da biomolécula ao
transdutor ocorre, geralmente, em pelo menos 5 passos, como ilustrado na figura 1.3:
formacdo da SAM, ligacdo das NPs, funcionalizacdo das NPs e SAMs com grupos

funcionais terminais, ativacdo destes grupos e ligacdo do enzima.

(2) (3 (2) N\\/ \ / \i/ (3{3@ ey
N N <) & (2) 4 2 2
A & 4 o © o o a0l 5 5

% % % Hs OH % % X oo o X % %

N ,_> EDC/NHS ChOx
11-acido mercaptoundecandico
Au (111) i

Figura 1.3 — Metodologia de funcionalizacdo de superficies de ouro com SAMs de

ditidis e AuNPs, para a ligacdo covalente de enzimas.
Sendo assim, o desenvolvimento de procedimentos mais simples e diretos, que

preservem a atividade bioldgica do enzima, € um dos requisitos fundamentais na

preparacao de interfaces para biossensores.
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1.1.4 Formacgao de bicamadas lipidicas suportadas

O fator-chave para o desenvolvimento de superficies condutoras com
biomoléculas suficientemente estaveis e sensiveis é a interacdo entre a entidade
biolégica e a superficie transdutora. Frequentemente, a ligacdao a superficie afeta a
estrutura e atividade biolégica da biomolécula.

Os componentes principais das biomembranas sado os lipidos e as proteinas, os
quais se encontram em diferentes propor¢des, consoante o tipo de célula e/ou
organismo [67, 68]. Para reduzir a complexidade das biomembranas, utilizam-se
frequentemente sistemas modelo que mimetizam algumas das propriedades das
biomembranas [69-72] e estes podem ser preparados usando lipidos puros, misturas
de lipidos ou misturas lipido-proteina. Os sistemas modelo mais comuns s3o os
lipossomas (vesiculas) e as bicamadas lipidicas suportadas (SLBs) [68]. As vesiculas sdo
um dos sistemas modelo de biomembranas mais popular e podem ser preparadas a
partir de uma suspensdo de vesiculas multilamelares (MLVs), resultando em vesiculas
unilamelares pequenas (SUVs), com didametro entre ca. 25 nm ou 50 nm, ou vesiculas
unilamelares grandes (LUVs), com diametro de ca. 50 nm até 500 nm [68]. Nas
bicamadas lipidicas, a unilamelaridade das vesiculas fundidas e posteriormente
depositadas, é também uma vantagem, pois possibilita a analise por microscopia da
forca atédmica dos dominios tipicos dos sistemas lipidicos, dado que a formacdo de
multicamadas pode influenciar os valores de espessura e/ou a diferenca de alturas dos
dominios formados.

As SLBs tém sido utilizadas com sucesso em diversos estudos [71, 73, 74], tendo
sido este o sistema modelo utilizado neste trabalho. A formagdo de SLBs é possivel em
suportes solidos por transferéncia sequencial de duas monocamadas, a partir de uma
interface ar-dgua, ou por fusdo de vesiculas em contacto com um suporte hidréfilo
[68]. A adsorcdo de uma bicamada lipidica a uma superficie de ouro é bastante mais
exigente do que em mica e em dxido de silicio, devido a hidrofobicidade da superficie
de ouro. Lipkowski e seus colaboradores reportaram a deposicao e caraterizagao de
bicamadas em Au (111), demonstrando também o efeito da aplicacdo de um potencial

na adsorcdo/desadsorcdo e orientacdo das moléculas de lipido[75]. Adicionalmente, ja

12



Capitulo 1 - Introdugdo ‘

existem outros estudos que demonstram a capacidade da bicamada suportada em
acomodar uma biomolécula eletroativa, permitindo o estudo dos seus processos de

oxidacdo/reducdo [7, 76].

Com o intuito de tornar a superficie de ouro mais hidrofila é possivel modifica-
la com uma SAM. Um exemplo de um dos compostos mais utilizados para este fim é o
acido 11-mercaptoundecandico (MUA) [76, 77]. O tiol é responsavel por estabelecer
uma ligacdo muito forte e estdvel com o ouro, enquanto o grupo carboxilo estara
disponivel para interagir com os grupos hidrofilos dos fosfolipidos. As bicamadas
formadas num ouro previamente modificado s3do estaveis e possibilitam a
caraterizacdo de compostos eletroativos (por exemplo, por voltametria ciclica) que
possam estar inseridos na prdpria bicamada. No entanto, como a imobilizacdo ao
substrato ndo é covalente (intera¢des eletrostaticas entre o COOH e os fosfolipidos),
estas podem ndo ser suficientemente resistentes em estudos que envolvam o uso de
células de fluxo com alteracdo da forca idnica, tendo em conta que as interagdes
electroestaticas serdo afetadas. Como alternativa, tem sido explorada a utilizacdo de
tiolipidos (lipidos com um SH numa das extremidades), tendo em conta a ligacao forte
do S ao ouro [78]. Contudo, estas estruturas condicionam a fluidez natural das
membranas biolégicas.

Deste modo, é necessario criar outras metodologias alternativas adequadas ao
desenvolvimento de biossensores, sem que o ambiente biomimético seja alterado,

permitindo a interagao de biomoléculas sem causar a diminui¢dao da sua bioatividade.

1.2 Biossensores

Devido ao crescimento da populacdo e ao aumento da longevidade vai
existindo um maior nimero de pessoas com problemas de saude crénicos, como por
exemplo a diabetes. Para melhorar a qualidade de vida destas pessoas é necessario
criar dispositivos médicos que facilitem o controlo da glucose na corrente sanguinea.
Conforme o relatdrio publicado este ano pela transparency market research, o
mercado de biossensores globais esta previsto aumentar de 12,4 bilhGes de ddlares

em 2013 para 21,6 bilhdes de délares até 2020. Este facto leva ao aumento da
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investigacdao neste campo, com o desenvolvimento de novas plataformas que possam
ser usadas como biossensores, criando dispositivos de dete¢do rapida e de facil
utilizagao.

Um biossensor é um dispositivo miniaturizado integrado que utiliza um elemento
biolégico (anticorpo, enzima, recetor de proteina, acido nucleico, tecido celular,
moléculas organicas pequenas, etc.), como elemento sensor acoplado a um
transdutor, por exemplo, eletroquimico (amperométrico, potenciométrico), para
dete¢do de um sinal elétrico (figura 1.4) [79, 80].

O elemento bioldgico (enzimas, anticorpos, acidos nucleicos, etc.) tem um papel
fundamental no dispositivo de reconhecimento molecular, transformando/detetando
o analito, sendo também responsavel pela seletividade com que este é detetado. Este
elemento biolégico pode ser acoplado com nanomateriais (por exemplo,
nanoparticulas metdlicas), criando novas nanoestruturas que irdo aumentar a
sensibilidade dos biossensores, facilitando o contato elétrico entre o enzima e a

superficie transdutora [81].

Elemento biologico +
Nanomaterial

Transdutor fisico-quimico

(amperomeétrico, Sinal

potenciométrico) fes
elétrico

|
|
|
| Eletroquimico
|
|
|
|

Amostras

.
1,'&,

Intenface

Figura 1.4 — llustragcdao esquematica do funcionamento de um biossensor enzimatico

com transducao eletroquimica.
1.2.1 Sensores enzimaticos com transduc¢ao eletroquimica

Um dos passos mais importantes no desenvolvimento de biossensores

enzimaticos é a imobilizacdo de biomoléculas na superficie metalica, garantindo a
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estabilidade e preservacdo da sua atividade bioldgica[82]. Os biossensores
amperométricos sdao os mais estudados e comercializados hoje em dia, devido a
elevada sensibilidade para uma vasta gama de substratos [83] e por serem os mais
utilizados na detegdo da glucose no sangue. Este tipo de biossensores pode ser
dividido em trés geraces (figura 1.5): 1.2 geracao - biossensores com base na medicdo
da concentragdo de substrato natural e produtos da reagdo enzimdtica; 2.2 geracgao -
biossensores utilizando mediadores (M) redox como transportadores de eletrées dos
centros ativos do enzima para o elétrodo; 3.2 geracdao - biossensores que utilizam a

transferéncia eletrdnica direta entre o enzima e o elétrodo [83].

12 geragao 22 geracao 32 geracao
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Figura 1.5 — Esquema ilustrativo das trés geracbes de biossensores enzimaticos,

adaptado de [84].

Nos biossensores de 22 geracdo recorre-se ao uso de mediadores redox, pois
estes facilitam a transferéncia eletrdnica entre a componente bioldgica e a superficie
transdutora [83, 85]. As caracteristicas de um mediador ideal sdo essencialmente:
reagir rapidamente com o enzima reduzido, apresentar uma cinética heterogénea
reversivel, o sobrepotencial para a regeneracao do mediador oxidado deve ser baixo e
independente do pH, possuir formas oxidada e reduzida estaveis e a forma reduzida
ndo deve reagir com o oxigénio. O ferroceno e seus derivados sdao os mediadores redox
mais utilizados, destacando-se os acidos ferroceno (mono) e (di)carboxilicos utilizados
neste trabalho.

1.2.2 Imunossensores oticos

Dentro da categoria de biossensores existem o0s imunossensores, que sdo

dispositivos de medicdo que exploram o reconhecimento biolégico envolvido no
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acoplamento especifico, por exemplo, de um antigénio a um anticorpo, originando
sinais Oticos (ou elétricos) mensuraveis. Em geral, num imunossensor 6ético, como
ilustrado na figura 1.6, apds a obtencdo de linha de base com uma solucdo tampao, a
adsorcdo do antigénio ao anticorpo origina uma variacao de sinal de SPR, que se
tornara estavel, quando todos os antigénios estiverem ligados aos anticorpos. Caso as
biomoléculas ndo estejam ligadas especificamente, estas poderdo dissociar-se e sair
apos a lavagem com o tampao usado inicialmente, verificando-se a diminuicdo do sinal
SPR até ao valor inicial.

O imunoensaio mais conhecido e utilizado é o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay [86]. Este tipo de ensaios imunolégicos, embora muito
sensiveis, apresenta algumas desvantagens relativamente aos imunossensores, tais
como, o uso de procedimentos longos, a elevada concentracdo de anticorpos e a
utilizacdo de marcadores para a detegao de anticorpos especificos. O uso de interfaces
imunossensoras permite a detecdo do anticorpo com maior sensibilidade, usando
concentragdes muito baixas de anticorpos, ndo sendo necessario o uso de anticorpos

marcados (labeled-antibody) [87].

o« o * .
...

e

Sinal SPR

Tempo

Figura 1.6 — Variacdo de sinal de SPR ao longo do tempo apds a adsorcdo e

dissociacdo de biomoléculas (exemplo, antigénios) adaptado de [88].

Devido ao facto de a qualidade dos imunossensores estar diretamente
relacionada com a afinidade do anticorpo para o antigénio, deve ser dada especial

atencdo a selecdo do anticorpo, de forma a garantir a especificidade da ligacao
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anticorpo-antigénio [89, 90]. A inibicdo da adsor¢cdo ndo especifica na interface em
conjunto com uma adequada orienta¢do do biorecetor (anticorpo) e a sua distribuicdo
sobre a superficie, sdo fatores importantes que devem ser controlados, a fim de obter
o melhor desempenho do imunossensor. Dessa forma, tem existido, nos ultimos anos,
uma procura por superficies que previnam a adsorc¢do nao especifica de proteinas [91-
93]. As superficies de éxido de polietileno e as superficies de ouro modificadas com
derivados tiolados de polietilenoglicol (PEG), mostraram-se resistentes a adsor¢do nao
especifica de algumas proteinas [94, 95], uma vez que s3o capazes de minimizar
interagdes eletrostaticas e hidrofdbicas. O uso de agentes tensioativos/surfactantes
[96, 97], como o sulfato de dodecil de sddio (SDS) ou o polioxietileno sorbitan 20
(Tween 20) durante o processo de bioreconhecimento, tornou-se um procedimento
bastante utilizado para minimizar ou até evitar as interagdes fisicas nao desejadas (ex.

apolares, eletrostaticas), na preparacdo de biossensor.

Tém sido descritas metodologias que envolvem a conjugac¢do de nanoparticulas
de ouro, com anticorpos, e que tém sido utilizadas em imunoensaios para a detecdo de
biomarcadores cancerigenos [98] que, por este motivo, apresentam potencial para
aplicacdo na area dos imunossensores.

Também a combina¢do de nanomateriais com compostos organometadlicos de
reconhecida atividade catalitica, tem-se revelado uma vantagem na modificacdo de

superficies para a reacdo de reducdo do oxigénio.

1.3 Eletrocatalise da reacdao de redugao do oxigénio

A reacdo de reducdo de oxigénio (oxygen reduction reaction, ORR) é
considerada como uma das reagdes mais importantes em dispositivos eletroquimicos
de conversdo de energia [99-101], como por exemplo, nas células de combustivel. O
seu funcionamento consiste na oxidacdo de um combustivel, normalmente o
hidrogénio, no anodo e na reducdo de um agente oxidante, o oxigénio, no catodo de

uma célula galvanica.
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O catalisador catédico mais utilizado numa célula de combustivel alimentada a

O, é a platina [102]. Todavia, este metal nobre apresenta algumas contrapartidas, ndo
s6 a nivel do elevado custo e do seu fornecimento natural mas também devido ao seu
desempenho eletroquimico como catalisador. A redu¢dao do O, em platina no catodo é
significativamente mais lenta (ip = 10° A cm™ (25 °C)) [103] do que a oxidacdo do H, no
anodo (ip = 102 A cm™ (25 °C)) [103], sendo um passo limitante em todas as células de
combustivel de O,. Deste modo, tornou-se necessario apostar no desenvolvimento de
novos materiais para catalisadores catddicos que possam substituir a platina. Assim,
um catalisador alternativo ndo sé deve ser mais barato mas, também devera catalisar a
reducdo do oxigénio por meio de um mecanismo reacional mais rapido, originando a
obtencdo de melhores parametros cinéticos (densidade de corrente de troca, ip, €
coeficiente de simetria,a), aumentando a corrente envolvida na reacdo e,
consequentemente, a eficiéncia da célula.

A ORR em solugbes aquosas acidas pode ocorrer por via de dois mecanismos
diferentes [99]:

i) Mecanismo direto:

0, +4H* + 4e~ - 2H,0 (E° = 1.229 V vs.SHE)
ii) Mecanismo em dois passos:
0, + 2H* + 2e” —» H,0, (E° =0.700V vs.SHE)
H,0, + 2H* + 2e~ > 2H,0 (E° = 1.760 V vs.SHE)

Com o aumento pH da solugdo aquosa, os potenciais desviam-se
negativamente 60 mV/unidade de pH e a pH igual ou superior a 7, as rea¢des sdo:
i) Mecanismo direto:
0, + 2H,0 + 4e~ - 40H™ (E° = 0.401V vs.SHE)
i) Mecanismo em dois passos:
0, + H,0 +2e~ -» HO; + OH™ (E° = —0.065V vs.SHE)
HO; + H,0 + 2e~ - 30H~ (E° = 0.867 V vs.SHE)

A distincdo entre estes dois mecanismos (direto e dois passos) é dificultada
pelo fato de que a reacdo de reducdo direta (4 eletrbes) também pode envolver a

formacdo de H,0,. No entanto, este tem tendéncia a permanecer adsorvido na
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superficie do elétrodo sem sofrer desadsorcdo ou decomposi¢cdo, ocorrendo
subsequentemente a sua redugdo. Em geral, o uso do elétrodo rotativo de disco e anel
permite distinguir electroquimicamente os dois mecanismos reacionais que regem a
reacdo de reducdo do O, [101], considerando que neste tipo de estudos, por exemplo,
se pode medir a produgao de H,0, produzida junto ao anel, aplicando um potencial

fixo (0.9 V).

Os compostos quelatos-N,4 pirolisados com metais de transicao suportados em
superficies de carbono de elevada area superficial sdo conhecidos por reduzir
cataliticamente o oxigénio em meio acido [104], como resultado da interacdo entre o
oxigénio e o ido metalico central (por exemplo, interagcdo O,-hemoglobina) [105, 106].
Os primeiros grupos de compostos deste tipo descritos como sendo cataliticamente
ativos foram as ftalocianinas [100] e de seguida as porfirinas [106, 107]. Comparando
os diferentes tipos de complexos-Ng, relativamente a sua atividade e estabilidade em
solucbes 4cidas, foi descrito que as porfirinas estdo a prevalecer, devido ao seu
sistema eletrénico conjugado, um pré-requisito para a ativacdo da molécula de
oxigénio [106, 107]. As porfirinas apresentam uma estrutura macrociclica composta
por quatro anéis de pirrol unidos por pontes metino (=CH-), cujos carbonos, com
hibridizacdo sp2, sdo usualmente designados meso porfirinicos [107]. O macrociclo
porfirinico apresenta-se como um sistema completamente conjugado, que obedece a
regra de aromaticidade de Hiickel (4n+2 electrées m, n = 1, 2, 3,...). Este sistema é
constituido por ter 22 electrées m (n=5), dos quais 18 (n=4) se encontram
deslocalizados e contribuem para a aromaticidade do macrociclo [107].

A vitamina B, e seus derivados também tém sido alvos de investigacdo na area
da eletrocatdlise [108, 109] visto que contém um centro de cobalto, que catalisa
diversas reagdes metabdlicas em sistemas vivos (ex. a vitamina Bi; no seu estado
reduzido estara envolvida em reacdes de transferéncia eletrénica do metil e hidreto
em sistemas vivos). Varios complexos de cobalto foram sintetizados como compostos
modelo equivalentes de vitamina By, tais como, os dissulfuretos cobirinatos, e as suas
reatividades bdsicas foram também investigados em varios sistemas in-vivo e in-vitro

[108, 110] .
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Cada vez mais tem-se vindo a investigar o desenvolvimento de novos
catalisadores a base de nanomateriais, tendo em conta as suas caracteristicas
superficiais (tamanho, forma, area superficial, volume poroso) e propriedades
condutoras, magnéticas, eletrénicas e o6ticas [111]. Nanoparticulas de metais de
transicdo (Fe, Co, Ni, Cu e Zn) e de 6xidos de metais de transicdo (por exemplo, TiO,,
Zr0O,, Ce0,, Fe,03, Fe304, Mn304 CoO, Co304) [111] acopladas em superficies metalicas,
poderdo influenciar positivamente o desempenho catalitico das superficies
modificadas [63].

Beneficiando-se da atividade eletrocatalitica das metaloporfirinas é ainda
possivel sintetizar novos catalisadores baseados na adsorcdao de metaloporfirinas em
suportes de carbono [104]. Desta forma, é importante salientar que, a conjugacao das
caracteristicas dos nanomateriais com as propriedades cataliticas das metaloporfirinas
ou outros compostos organometalicos, cria uma sinergia que deverd aumentar
significativamente o desempenho catalitico das superficies para a reacdo de reducdo

do oxigénio.

1.4 Objetivos e estrutura da tese

O objetivo central desta tese é o de desenvolver novas metodologias para criar
plataformas sensiveis, estdveis e versateis para serem usadas no desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos, imunossensores 6ticos e em eletrocatalise. Deste modo,
pretende-se explorar diversos métodos de modificacdo de superficies de ouro com
base na quimica do enxofre. A figura 1.7 ilustra as principais modificagcdes na superficie
de ouro desenvolvidas ao longo desta tese.

A formacao in situ de ditiocarbamatos na presenca de nanoparticulas metalicas
e semicondutoras, serd estudada como uma alternativa simples — um sd passo
reacional -a deposicdao de monocamadas auto-montadas de tidis, para a imobilizagao
de compostos simples (ex. aminoacido, contendo aminas, e de estruturas mais
complexas, como enzimas (glucose oxidase e lacase) em superficies de ouro (figura 1.7
A e B). A preparacdo, caracterizacdo e o desempenho destes elétrodos modificados

como biossensores de glucose e de 2 sdo apresentados no capitulo 3.
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Tendo em vista a combinacdo das propriedades cataliticas de compostos
organometalicos e de nanoparticulas semicondutoras de magnetite, avaliou-se a
capacidade do CS, co-adsorver nas nanoparticulas, estabilizando-as e ligando-as
fortemente a superficie de ouro. As propriedades cataliticas destes elétrodos para a
reacao de reducdo de oxigénio serdo estudadas no capitulo 4 onde se comparard o seu
desempenho com SAMs de ditiois (figura 1.7 C e D).

Com o intuito de desenvolver novas interfaces imunossensoras com transducao
Otica, que sejam, sensiveis, estaveis, biomiméticas, testaram-se duas novas
abordagens simples (capitulo 5): i) formacao in situ de ditiocarbamatos com proteina A
e nanoparticulas de ouro (figura 1.7 E), ii) deposicdo direta de bicamadas lipidicas
suportadas em ouro (figura 1.7 F), as quais se podem ligar covalentemente anticorpos.
O intuito serd criar interfaces universais (sem marcacdo) que possam ser facilmente

adaptaveis a fendmenos de bioreconhecimento de interesse.
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Figura 1.7 — Esquematizacdo das varias modificacdes de superficie exploradas neste

trabalho.
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O objetivo central deste trabalho é o desenvolvimento de metodologias de
modificacdo de superficies de ouro para criar interfaces mais versateis, eficientes e
com potencial para serem usadas em biossensores e para eletrocatalise. Neste
capitulo, descreve-se detalhadamente todos os passos dos procedimentos utilizados
na modificacdo das superficies de ouro, além de uma breve descricdo dos principios
basicos das técnicas de caracterizagdo usadas, bem como dos equipamentos,

reagentes, elétrodos e células eletroquimicas utilizados neste trabalho.

2.1 Reagentes e solugdes

Os reagentes mais utilizados na modificacdo das superficies de ouro e na sintese
das nanoparticulas foram: dissulfureto de carbono (99 %, Acros Organics), epinefrina
(95 %, Sigma—Aldrich), triptofano (98%, Sigma—Aldrich), dietilditiocarbamato de sédio
(98 %, Riedel-de Haen), dibutilditiocarbamato de cddmio (98 %, Riedel-de Haen) e
hexilmetilditiocarbamato de zinco (98 %, Riedel-de Haen), acido clorodurico
dihidratado (99 %, Alfa Aesar), hexacloroplatinato(lV) de potdssio (99 %, BDH
Chemicals), citrato de sddio (99 % Alfa Aesar), 1,6-Hexanoditiol (> 97 % Alfa Aesar),
hidréxido de sédio (> 98 %, Sigma-Aldrich), cloreto de ferro (lll) (97 %, Sigma-Aldrich),
sulfato de ferro (Il) (= 99% Merck), nitrato de ferro (lll) (99%, Sigma-Aldrich) e cloreto
de manganés (llI) (99%, Riedel-de-Haén, amdnia (225%, Scharlau), cloreto de sddio
(299.5% Sigma-Aldrich), acido sulfurico (= 96% Pancreac), acido cloridrico (37 %,

Merck) e etanol absoluto (= 99%, Sigma-Aldrich).

Para o estudo da atividade catalitica dos elétrodos modificados foram usados dois
enzimas, Glucose Oxidase proveniente de Aspergillus niger (GOx) (EC 1.1.3.4 tipo X-S,
em forma de pd liofilizado, 100,000-250,000 unidades/g, Sigma—Aldrich) e Lacase
proveniente de Trametes versicolor (EC 1.10.3.2 0,92 unidades/mg, Sigma-Aldrich) e
os seguintes substratos D(+)glucose (= 99.5%, Sigma-Aldrich) e acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS, 548,7 g/mol;, > 98% Sigma Chemical),
respetivamente. Nos ensaios com a glucose oxidase usaram dois mediadores redox, os
acidos ferrocenomonocarboxilico e ferrocenodicarboxilico (FMCA 97%, FDCA 96%,
respetivamente, Sigma—Aldrich). A solucdo de glucose foi previamente preparada em
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solucdo tampdo fosfato (pH 7.4) permanecendo a 4°C, durante 24 h, para permitir a
mutarrotacdo, para que, em solucdo, exista um equilibrio entre os compostos

andmeros ciclicos alfa e beta.

Nos estudos de eletrocatalise foram utilizados dois tipos de metaloporfirinas, a
porfirina de cobalto (ll) (CoP) (figura 2.1a), que foi sintetizada pelo grupo do Professor
F.-P. Montforts, Universidade de Bremen, de acordo com o procedimento descrito na
literatura [1, 2] e a deuteroporfirina de ferro (lll) (FeP, Fe(lll) deuteroporphyrin IX
chloride) (figura 2.1b), que foi adquirida a Cymitquimica. O derivado da vitamina B,
(B12C10SSC10CH3) (figura 2.1c) usado foi sintetizado pelo Professor R. Keese,
Universidade de Bern, e seus colaboradores, de acordo com o procedimento reportado

[3].

al CH3 bl CH3
HSC HSC
H2C HLC

? CHa : CHs
// OH HO \\ // OH HO \\\
(0] @] (o] (o]
Porfirina de Cobalto Porfirina de Ferro
<)
H,CO0C
H,C00C LCONH(CH 3)14S-S(CH 2)4¢CH 3

COOCH,

H,COOC COOCH,

B;,C;055C,,CH; — derivado da vitamina B,

Figura 2.1 — Estruturas das porfirinas de Co e Fe e do derivado da vitamina B,

utilizados na modificacdo das superficies de ouro para eletrocatalise.
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Para a formacdo das bicamadas lipidicas em ouro foi utilizado o 1,2-Dipalmitoil-sn-
Glicero-3-fosfocolina (DPPC, > 99% Alabaster, AL) e o Colesterol (> 99%), adquiridos a
Avanti Polar Lipids. As estruturas do DPPC e colesterol sdo apresentadas na figura 2.2.

O acido 11-mercaptoundecandico (> 95%, MUA), o 1-decanotiol (> 96%), o N-
hidroxisuccinimida (> 98%, NHS), o hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropilo)-N'-
etilcarbodiimida (> 98%, EDC) também envolvidos na preparagao de plataformas

imunossensoras foram adquiridos a Sigma-Aldrich.

\/\/\/\/\/\/\/Yog H |
o :
1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-fosfocolina (DPPC) H Colesterol

Figura 2.2 — Representa¢do esquematica da estrutura dos lipidos usados na preparagao

da interface para a reacdo de bioreconhecimento.

A Imunoglobulina G humana (IgG) e o Anti-IgG, produzido a partir da cabra, sdo
policonais (Heavy + Light, whole molecule), ambos tém um peso molecular entre 150 -
160 kDa e foram adquiridos a Sigma-Aldrich. A albumina de soro de bovino (bovine
serum albumin, BSA, > 98%) e o tampao com um agente bloqueador a base de caseina

(Casein blocking buffer (BB) também foram comprados a Sigma-Aldrich.

Os tampoOes utilizados neste trabalho foram preparados seguindo os
procedimentos abaixo descritos:
-Tampado fosfato salino (phosphate buffer saline, PBS): 8.0 mM Na,HPO,4 (Merck); 1.14
mM KH,PO, (Merck); 138 mM NaCl (Merck) e 2.7 mM KCI (Merck) - pH 7.4;
-Tampao citrato-fosfato: 0.1 M CgHgO7-H,0 (Sigma-Aldrich) e 0.2 M Na,HPO,4 (Merck) -
pH 4.6;
-Tampdo Hepes: 10 mM Hepes (Sigma-Aldrich). S6 foi adicionado 3 mM CaCl, ao
tampdo nas experiéncias de deposicdo de lipidos no ouro previamente modificado com
MUA - pH 7.4;
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-Tampoes fosfato salino (phosphate buffer saline, PBS, 0.01 M,) com adi¢do de Tween

20 (0.05 %) (PBST) foram adquiridos a Sigma-Aldrich - pH 7.4

Todos os reagentes foram usados sem purificacdao prévia. Todas as solu¢des foram
preparadas com agua milli-Q purificada por um sistema mili-Q A10 com resistividade

de 18.2 MQ cm.

2.2 Sintese de nanoparticulas

Neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas de ouro e de platina. As
nanoparticulas de 6xido de ferro do tipo Fe30O4 e MnFe,04 foram sintetizadas no grupo
de Quimica do Estado sélido, pela Professora Maria de Deus Carvalho, da Faculdade de
Ciéncias, Universidade de Lisboa.

Os detalhes experimentais sobre as sinteses sdo descritos de seguida:

a) Nanoparticulas de ouro (AuNPs) (diametros médios de 20 e 40 nm)

A uma solucdo de HAuCl, (2.40 x 10* M) em ebulicdo (~ 100 °C), sob agitacdo
forte, foi adicionado 1.60 x 10> M (ou 0.65 x 10 M) de citrato de sédio. Apds alguns
minutos o aquecimento foi desligado, mantendo a agitacdo durante 30 min. A mistura
mudou de cor com a adi¢ao do citrato de sédio entre cinza, purpura e vermelho. As
suspensdes coloidais foram armazenadas ao abrigo da luz, no frigorifico (4°C). Este
procedimento é designado por método de Turkevich [4, 5]. A menor concentragao de

citrato de sédio leva a formagdo de nanoparticulas de maiores dimensdes (~ 40 nm).

b) Nanoparticulas de ouro (AuNPs) e platina (PtNPs) (diametro médio de 5 e 3

nm, respetivamente).

A 20 mL de uma solucdo 1.25 x 10* M de HAUCI, e 2.50 x 10* M de citrato de
sédio, a temperatura ambiente, foram adicionados 0.3 mL de uma solucdo 1.50 x 10™
M de NaBH, (arrefecida em gelo e imediatamente apds preparacao), sob forte

agitacdo. A agitacdao da solucao foi reduzida apds 30-60 s e mantida durante cerca de

34



Capitulo 2 — Metodologias experimentais e técnicas de caraterizagao

15 min, a 40-45 °C para eliminacdo do excesso de NaBH;. Na preparacdo de
nanoparticulas de Pt usando o K,PtClg foi utilizado um procedimento semelhante. Este
método de sintese por reducdo por borohidreto a temperatura ambiente é o método

Solla-Gullén, em meio aquoso [6, 7].

A reducdo do HAuCl,; por citrato de sédio conduz a formacdo de particulas de
maiores dimensdes (@ = 16 nm) [4, 5] do que as obtidas usando o borohidreto de sédio
[6, 8] (@ < 10 nm). Nestas amostras o ido citrato adsorve-se na superficie das AuNPs,

estabilizando-as, prevenindo a sua agregacdo e conferindo-lhes uma carga negativa.

¢) Nanoparticulas semicondutoras de o6xido de ferro (FesO4;NPs - diametros

médios de 20 e 40 nm; MnFe,04NPs com aproximadamente 20 nm)

As nanoparticulas Fes0, utilizadas neste trabalho foram sintetizadas pelo método
de precipitacdo, no grupo de Quimica do Estado Sdlido e de acordo com o descrito na
literatura [9]. Resumidamente, foram dissolvidas quantidades estequiométricas de
FeS04.7H,0 e FeCl;.6H,0 em HCIl, em atmosfera de azoto, para evitar a oxidacdo dos
ides de ferro. De seguida foi adicionado NH4,OH para precipitar as Fes04NPs. O produto
foi depois transferido para uma autoclave e mantido a uma temperatura de 200°C
durante 3 ou 24 h, dependendo do tamanho médio (20 ou 40 nm, respetivamente). O
precipitado foi separado por filtracdo magnética, utilizando um magnete permanente,
e lavado com agua destilada até a solugdo atingir um valor de pH = 7. O precipitado
resultante foi seco a uma temperatura de 60°C.

As nanoparticulas de MnFe,04 foram sintetizadas pelo método de precipitacao,
semelhante ao utilizado para as FesO4NPs mas com a adicdo de nitrato de ferro (lll) e
cloreto de manganés (ll)) e um tratamento hidrotérmico (em autoclave durante 6

horas) a uma temperatura de 150°C.
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2.3 Métodos de modificagao de superficies de ouro

23.1 Formagao in situ de ditiocarbamatos em ouro na presenga

nanoparticulas

Existem varias metodologias para a formacdo in situ de ditiocarbamatos, que
tém sido exploradas pelo grupo e que inicialmente se basearam em trés métodos: i)
reacdo num sé passo entre o CS, e a amina na presenca da superficie de ouro; ii)
formacdo de uma SAM de CS, no ouro e subsequente reagdo com a amina; iii) reacdo
entre o CS; e a amina e posterior contato com a superficie de ouro. Verificou-se [10]
gue a metodologia que apresentou melhores resultados é a que ocorre num sé passo:
imobilizacdo do CS, (0.1 M) e da amina (0.1 M) na superficie do ouro, com tempo de
adsorcdo de 16 h, em etanol, a uma temperatura ambiente de = 22°C. No caso de se
pretender imobilizar compostos bioldgicos utilizam-se solu¢ées aquosas tamponadas e
a reagdo ocorreu a 4°C durante 16h.

Com o intuito de aumentar a quantidade de (bio)moléculas imobilizadas
covalentemente neste tipo de substratos recorreu-se ao uso de nanoparticulas.

Na primeira parte do trabalho, foram introduzidas nanoparticulas de ouro
(AuNPs 20 nm, 4 nM) na reacdo entre o CS, (1 mM) e compostos eletroativos contendo
grupos aminas (epinefrina, triptofano (0.1 M)) incluindo a glucose oxidase e a lacase (1
mg/ml), em solucbes organicas ou aquosas. Testaram-se ainda outras nanoparticulas
metdlicas (Au -5 nm e Pt - 3 nm) e nanoparticulas de Fe304 (3 mg/mL; didmetros
médios de 20 e 40 nm).

A formagao in situ de ditiocarbamatos, foi também estendida aos
imunossensores [11], fazendo-se reagir o CS; e a proteina A, na presenca de AuNPs (20
nm). A proteina A é conhecida por apresentar uma grande especificidade para a regido
Fc do IgG. O IgG imobilizado ira detetar o antigénio, Anti-IgG.

O esquema da figura 2.3 ilustra a metodologia de funcionalizacdo de superficies
de ouro, através da formacdao de grupos ditiocarbamatos, e na presenca de
nanoparticulas. O CS, apresenta um papel fundamental neste tipo de metodologias
pois espera-se que para além de reagir com as aminas para formar ditiocarbamatos, na

presenca de nanoparticulas consiga-as ligar fortemente as superficies de ouro.
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As superficies de ouro preparadas foram posteriormente caraterizadas por
técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica, cronoamperometria), microscopia de forga
atémica, espectroscopia fotoeletrénica de raios-X, ressondncia de plasmao de
superficie, elipsometria convencional e elipsometria de imagem em modo reflexao

interna total.

RiNR,
SE‘\S
1 []

cS,+ NP 4+ RINHR,

[

”—SCS -

Figura 2.3 — Esquema ilustrativo da metodologia usada para a funcionalizacdo
de superficies de ouro com CS,, nanoparticulas (NP) (Au, Pt ou FesO4NPs), compostos
contendo grupos amina (epinefrina/triptofano/glucose oxidase/lacase), durante 16 h,

em meio organico (etanol) e aquoso.

A funcionaliza¢cdo das nanoparticulas em suspensao coloidal:

i) 250 pL da suspensdo coloidal de AuNPs de 20 nm (4 nM) reagiram durante 2
h com 3.75 pL de CS; (0.25 mM) e 7.5 ul epinefrina/triptofano (0.50 mM) ou de 1000
pL GOx (0.1 mg/mL) que foram previamente preparados em etanol ou tampao fosfato.
As suspensdes foram analisadas por espectroscopia de UV-visivel e AFM: a solucdo de
reacao foi centrifugada, varias vezes, a 10000 rpm durante 20 min; os pellets foram
imediatamente dispersos em dgua milli-Q até ao seu volume original e centrifugados
novamente, sendo este procedimento repetido até que o espectro de UV-vis do
sobrenadante nao exibir qualquer banda de absor¢ao de composto;

ii) 250 pl das suspensées aquosas de FesO4NPs foram colocadas em contato (2
horas) com 3.75 uL de CS, (0.25 mM) e 7.5 pl de Hexilmetilamina (0.50 mM)
preparadas em meio aquoso. Apds este tempo, utilizando um magnete, as solugdes
foram “lavadas” com agua milli-Q, num total de cinco vezes, de modo a assegurar que
apenas os compostos que estdo ligados as nanoparticulas permanecem, enquanto os

restantes foram removidos no processo de lavagem.
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A suspensdo aquosa de FesO4NPs foi preparada através da adicdo de 3 mg de
Fes04 em pd a uma solugdo de tampao fosfato (500 uL) seguindo-se de sonificagao

durante 15 min.

2.3.2 Imobilizagdao de nanoparticulas funcionalizadas com moléculas cataliticas

Com o objetivo de desenvolver novos materiais de elétrodo cataliticos para a
ORR, foi explorada uma nova via de imobilizagdo de nanoparticulas modificadas em
ouro, com compostos que possuem um macrociclo tetrapirrélico (porfirinas de Co e
Fe) e com um macrociclo com um centro cobirinato (derivado da vitamina B,
B1,C10SSC10), utilizando o CS, como “ponte”, como ilustrado no esquema da figura 2.4.
Foram utilizadas nanoparticulas metalicas (Au e Pt) e de dxidos metdlicos (Fes04 e
MnFe,04 NPs).

Os procedimentos de modificacdo de superficies de ouro foram os seguintes:

i) Au (111) /CS,/NPs: imersdo do elétrodo de Au (111) durante 16h numa
solucdo de 500 uL das NPs e em 1mL de CS; em etanol (1.5 mM);

ii) Au (111) ou Au policristalino/CS,/NPs/porfirina (ou derivado da vitamina By,):
500 uL das NPs foram adicionados a 1 mL do composto organometdlico em etanol (1
mM) durante 2 min sob sonificagdo, seguindo-se a adi¢do de 15 pL de CS; em etanol
(0.1 M) e imersédo do elétrodo de Au, durante 16h;

iii) Au (111) /porfirina (ou derivado da vitamina B1;): o Au foi imerso em 1 mM
do composto organometalico previamente dissolvido em etanol, durante 16 h;

iv) Au(111)/1,6- hexanoditiol/NPs/porfirina: forma¢do da SAM de 1,6-
hexanoditiol (1 mM, em etanol) durante 15 min na superficie de ouro; de seguida o
elétrodo modificado foi lavado exaustivamente com 34gua e etanol e colocado em
contato com uma solu¢do aquosa consistindo em 500 pL de NPs e de 1 mL da solugao

de porfirina (1 mM) previamente preparado em etanol.

O tempo de reacdo entre as NPs e os compostos organometalicos, antes de se
colocar em contato com CS; e Au, foi investigado durante 120 min, ndo se registando

diferencas significativas apds 2 min.
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Apds o tempo de modificacdo (16 h), os elétrodos foram cuidadosamente
lavados com etanol e dgua milli-Q, a fim de remover as moléculas que nao ficaram
fortemente adsorvidas, e secos sob um fluxo constante de azoto.

Os elétrodos modificados foram caraterizados por técnicas eletroquimicas e

por microscopia de forca atomica.

cS,+ (NP + —

Metaloporfirina

| —

O

Figura 2.4 — Esquema ilustrativo da metodologia usada para a funcionalizagao
de superficies de ouro envolvendo o CS,, nanoparticulas, (Au, Pt, Fes04) e a

metaloporfirina (ou um derivado da vitamina B,).

Em suspensdo coloidal, a funcionalizacdo das nanoparticulas decorreu
conforme os procedimentos descritos em baixo e a respetiva caracterizagcdo foi
realizada por espectroscopia de UV-visivel:

i) 250 uL das AuNPs (20 nm) em suspensao coloidal foram misturados com 1.25
mL metaloporfirina (0.66 mM) previamente dissolvida em etanol. Apds 2 min, a
solucdo foi centrifugada, varias vezes, a 10000 rpm durante 20 min e o sobrenadante
resultante de cada centrifugacdo foi removido e analisado por espectroscopia UV - vis.
Os pellets foram imediatamente dispersos em agua milli-Q até ao seu volume original e
centrifugados novamente até que o espectro de UV-vis do sobrenadante nao exibir
gualquer banda de absorcdo de metaloporfirina;

ii) 250 pl das suspensdes aquosas de FesO4NPs (20 e 40 nm) foram colocadas
em contato com 1.25 mL de metaloporfirina (0.66 mM), previamente dissolvidas em
etanol, durante 2 min. Apds este tempo, e utilizando um magnete, as solugdes foram

“lavadas” com dgua milli-Q, num total de cinco vezes, de modo a assegurar que apenas
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as espécies fortemente ligadas as nanoparticulas estavam presentes, enquanto os

compostos restantes foram removidos no processo de lavagem.
2.3.3 Formagao de bicamadas lipidicas

Com o intuito de criar um ambiente biomimético mais apropriado para os
eventos de bio-reconhecimento que ocorram nos imunossensores foram testados dois
procedimentos diferentes de modificacdo de superficies de ouro envolvendo a
formacdo de bicamadas lipidicas suportadas em Au (figura 2.5). Um consiste na
formacdo de uma SAM de 4cido 11-mercaptoundecandico na superficie do elétrodo
antes da deposicdo do lipido e no outro, as vesiculas preparadas ja contém uma
percentagem de um alcanotiol (1-decanotiol) sendo posteriormente depositadas no

ouro.

(DPPC : colesterol)
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Figura 2.5 — ilustracdo de dois procedimentos testados para a funcionalizagao de

AU

superficies de ouro com base na deposi¢ao de bicamadas lipidicas.

i) Modificagdo de Au (111) com SAMs de acido mercaptoundecandico e
decanotiol

A formacdo de monocamadas puras destes dois compostos foi efetuada por

imersao de elétrodos de ouro numa solu¢do com 1mM de cada composto em etanol

durante 18 h. Apds este tempo de incubacdo os elétrodos foram lavados
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abundantemente com agua milli-Q e etanol para remover as moléculas que ndo estdo

ligadas a superficie do elétrodo.

ii) Formagdo de bicamadas lipidicas suportadas de DPPC/colesterol (70:30
mol %) numa superficie de ouro previamente modificada com uma monocamada de

MUA.

Preparagao e deposicao de vesiculas unilamelares grandes (larger unillamelar

vesicles, LUVs):

Inicialmente, prepararam-se solucdes de lipidos em cloroféormio espetroscépico.
Retirou-se, para um tubo eppendorf, o volume desejado de cada solucdo para preparar
os lipossomas constituidos por um ou mais lipidos. O solvente foi evaporado sob um
fluxo suave de azoto, seguido de secagem sob vacuo 16 h. Os lipidos foram hidratados
para uma concentragao final de 1 mM com o tampao Hepes (10 mM, com 150 mM
NaCl), encontrando-se o tampdo a uma temperatura superior a temperatura de
transicdo (T,,) dos lipidos (por exemplo, para o DPPC é de 41°C). Em seguida a solucdo
foi submetida a agitacdo num vdrtex e a 3 — 5 ciclos de congelamento (em azoto
liguido) — descongelamento a T > T,, [12]. Para a deposicdo em ouro, a amostra foi
extrusada a 60°C com um extrusor (Avanti Polar Lipids) contendo filtros cujo diametro
do poro é de 400 nm, obtendo-se uma suspensdao de LUV’s. Neste tipo de
procedimentos, a utilizacdo de um tampao contendo calcio é importante, na medida
em que este ido favorece a interacdo entre os lipidos e a superficie modificada [13,

14].

Da solucdo extrusada retiraram-se 150 pL que foram depositados sobre superficies de
ouro, com ou sem modificacdo, por um periodo de 1h numa estufa a ~ 60 °C. Durante
este periodo, as vesiculas adsorvem a superficie do substrato, fundem-se e sofrem a
rutura formando uma bicamada como esquematizado na figura 2.6.

Apds este periodo, as amostras foram retiradas da estufa e colocadas a

temperatura ambiente, seguindo-se um periodo de incuba¢do de mais de 1 h. Para
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remover as vesiculas que ndo se fundiram, a superficie de ouro foi lavada com tampao

Hepes.
%%% % Vesiculas lamelares (400 nm)
Au
'
%% %% Adsor¢ao
m¢ m Fusao
J " &

Rutura

Figura 2.6 — Esquema ilustrativo da adsorcdo, fusdo e rutura de vesiculas na superficie

de ouro.

iii) Preparagdio de bicamadas lipidicas suportadas em Au de

DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 mol %)

A solugdo stock de 1-decanotiol em etanol foi retirado o volume necessario
para obter uma concentra¢do final de 1mM, que foi adicionado ao DPPC e ao
colesterol. Todos os compostos foram secos em conjunto. O procedimento

subsequente para preparar as LUV com o tiol foi idéntico ao descrito anteriormente.

iv) Ativacdo da superficie de ouro modificada com a bicamada lipidica

DPPC/Colesterol/decanotiol (65:30:5 mol %)

Apds a formacgao da bicamada lipidica sobre a superficie de ouro e com o intuito de
de imobilizar covalentemente o anticorpo para o evento de bioreconhecimento, o
substrato foi submerso em 0.2 M EDC e 0.05 M de NHS durante 1 h, com o objetivo de
ativar os grupos fosfatos dos DPPC’s [15]. Apds este periodo, o substrato foi lavado
com tampao Hepes.

As reacbes de reconhecimento bioldgico foram realizadas por ressonancia de

plasmdao de superficie, elipsometria convencional, elipsometria de imagem,
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elipsometria de imagem em modo de reflexdo interna total e microscopia de forca

atomica.

2.4 Caraterizacao de suspensoes coloidais e superficies modificadas

2.4.1 Morfologia, distribuicdo de tamanhos e carateristicas dticas no UV-

visivel das nanoparticulas em suspensdo coloidal (TEM, XDR, UV-vis)

A microscopia eletréonica de transmissdo (TEM) foi utilizada na caraterizacdo
morfolégica e distribuicdo de tamanho de particula nas suspensdes coloidais de
nanoparticulas de Au, Pt e Fe304. Esta técnica permite analisar o tamanho, forma e
estrutura cristalina que constituem a amostra e dependendo do sistema, até a escala
dos diametros atémicos, incluindo o arranjo atémico (organizagao e defeitos) na gama
de poucos nandmetros. Com base na imagem real executada pelo feixe eletrénico
transmitido é possivel a observacdo das amostras. Assim, as zonas escuras (mais
espessas ou mais densas) e claras (mais finas ou menos densas) da imagem obtida
correspondem a partes da amostra através das quais foram transmitidos maior e
menor quantidade de eletrdes, respetivamente. Os eletrdes transmitidos, defletidos
do seu percurso original por atomos da amostra sem perda de energia, obedecem a lei
de Bragg e portanto sdo difratados de acordo com: A = 2d sen®.

Neste trabalho, as amostras para andlise por TEM foram preparadas colocando
uma ou varias gotas da amostra sobre uma rede de cobre recoberta por um polimero

(formvar), deixando-se evaporar.

Equipamento: Hitachi H8100 Electron Microscope acoplado com um espectrémetro de
raios-x de dispersdao de energias operando a uma voltagem de aceleracdo de 200 kV,

localizado no ICEMS do Instituto Superior Técnico.

As nanoparticulas de Fes0,4 “em pd” foram caracterizadas por difragdo de raios-
X (XRD) [40] de modo a analisar a estrutura cristalina e a pureza deste tipo de
nanoparticulas. Os parametros de célula foram calculados usando o programa FullProf

[16] e, o tamanho médio da cristalite (<D>) foi estimado através da equacdo de Debye-
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Scherrer, assumindo a forma esférica das nanoparticulas e um comprimento de onda
de 1,5406 A, que corresponde ao comprimento de onda da &mpola de raios-X usado,
gue neste caso é uma dmpola de Cu.

A difracdo de raios-X (XRD) é uma técnica analitica ndo-destrutiva e pode ser
usada para caracterizar os materiais cristalinos, determinando a sua estrutura (por ex.
o tipo de empacotamento no estado cristalino, tamanho e forma da célula unitaria),
por comparacado dos parametros obtidos com os das fichas publicadas pelo JCPDS-ICDD
(Joint Committee on Powder Diffraction Standards, International Centre for Diffraction

Data).

Equipamento: Phillips Analytical PW 3050/60 X’Pert PRO, com varrimento entre os
valores de 20 de 30° a 80°, com passo de 0,010° e tempo por passo de 5,000 s. O
controlo do difractometro e a aquisicdio de dados foi efetuada automaticamente
através de um computado acoplado ao equipamento e do software Phillips PC — APD
versao 3.5B. Os espectros obtidos foram adquiridos e analisados pela Professora Maria

de Deus Carvalho e seus colaboradores.

As nanoparticulas de Au e de Fes0; também foram caracterizadas por
espectrofotometria de UV-visivel antes e apés modificagdo com os compostos de
interesse, em suspensao coloidal.

As AuNPs apresentam uma particularidade odtica muito importante,
relativamente a outro tipo de nanoparticulas. Estes nanomateriais apresentam bandas
de absor¢dao na regidao do UV - visivel que correspondem a oscilagbes coletivas dos
eletrées na banda de conducdo das particulas em ressonancia com a onda
eletromagnética da luz. Este fendmeno 6tico é designado de ressonancia de plasmao
de superficie [17-19] (figura 2.7a). O espectro de absorc¢do obtido nesta regido do UV-
visivel para a suspensdo coloidal de nanoparticulas metdlicas (por exemplo, AuNPs
com 20 nm) (figura 2.7b) é afetado por varios fatores, tais como o tamanho e a forma
das particulas, pois estes influenciam a posicdo e a intensidade da banda de absorc¢ao,

mas também o solvente usado e a presenca de estabilizadores [20, 21].
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Figura 2.7 - Representagao esquematica da oscilagao coletiva dos eletrdes livres numa
nanoparticula metdlica sob o efeito da onda eletromagnética da luz (adaptado de [22])

e do espetro de absorc¢ado caracteristico de nanoparticulas de ouro [23].

O fendmeno de absorg¢do de radiacdao UV-visivel também ocorre em compostos
cuja estrutura apresenta grupos funcionais com ligacdes covalentes insaturadas e/ou
eletrbes ndo-ligantes resultantes da presenca de heteroatomos (e.g., azoto e oxigénio),
como é o caso das metaloporfirinas. Estes grupos funcionais absorvem energia na zona
UV-visivel, promovendo a transicdo de eletrdes de um estado eletrénico de baixa
energia (estado fundamental) para um estado de maior energia (estado excitado).
Estas transicdes ocorrem preferencialmente de uma orbital molecular ocupada de
maior energia (HOMO) para uma orbital desocupada de menor energia (LUMO) [24].
Por este motivo, as metaloporfirinas, que sdo sistemas aromadticos altamente
conjugados, apresentam um espetro de absorc¢do caraterizado por transicdes m—m*,
interpretadas com base no modelo das “quatro-orbitais” (2 orbitais m HOMO e 2
orbitais * LUMO) [24, 25]. Tendo em conta este tipo de transicOes eletrdnicas, o
espetro de absor¢dao das metaloporfirinas apresenta uma banda de grande intensidade
entre os 400-420 nm, designada a banda Soret ou banda B, correspondente a
transicdo (So—S,) permitida pelas regras de simetria, e quatro bandas de menor
intensidade entre os 500—700 nm, as bandas-Q, correspondentes a transicdes (So—3S1)
proibidas pelas regras de simetria. A intensidade destas bandas-Q é varidvel e esta
diretamente relacionada com o tipo e a posicdo dos grupos substituintes do
macrociclo, os quais podem estabilizar ou destabilizar as orbitais HOMO e LUMO do

anel porfirinico [25].
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Foi ainda possivel seguir por espectroscopia de UV-visivel, como reportado pelo
Wei e colaboradores [26], a formagcdo de grupos de ditiocarbamatos através do

aparecimento de duas bandas a 260 e 290 nm localizadas na regiao do UV.

Equipamento: UV-2600, Shimadzu.

As nanoparticulas de ouro estabilizadas por ides citrato e de 6xido de ferro
foram também analisadas por microscopia de for¢a atdmica (AFM). As amostras foram
preparadas através da colocacdo de uma gota (50 pL) da suspensdo coloidal numa
superficie de mica previamente limpa por clivagem numa dire¢do paralela as faces do
cristal. Apds aproximadamente 15 min., estas foram secas com fluxo de N, A descricdo

da técnica é exibida de seguida.

2.4.2. Andlise topografica e estrutural das superficies de ouro modificadas

(AFM, XPS)

A caracterizacdo morfolégica das superficies de Au foi realizada por
microscopia de forca atdmica (atomic force microscopy, AFM), em condicOes
ambientais.

O fator comum em todas as técnicas de microscopia de varrimento de sonda é
o uso de uma ponta muito afiada, que geralmente é feita de silicio ou nitreto de silicio,
montada na extremidade de um cantilever (brago flexivel). A ponta interage
diretamente com a superficie e analisa as forcas repulsivas e atrativas que existem
entre a ponta e a amostra. A medida que a ponta percorre a superficie e varre uma
area, as interacdes entre a ponta e a amostra provocam deflexdes no cantilever (que
podem ir até a escalda picométrica), que vao sendo monitorizadas através de um laser
gue incide sobre a parte superior do cantilever e sera refletido para um fotodetetor,
geralmente composto por quatro fotodiodos, produzindo uma imagem topografica de
alta resolucdo (figura 2.8) [27]. A amostra pode ser montada diretamente no scanner
ou o conjunto ponta-cantilever ser montado no scanner encontrando-se acima da
amostra. Os materiais do scanner sdo piezoeléctricos e caracterizam-se por sofrerem

uma deformacdo das suas dimensGes em reposta a aplicacdo de um campo elétrico. Se
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as voltagens aplicadas forem perfeitamente controladas, podem ser efetuados

movimentos extremamente precisos em x, y e z [28].

laser
fmmmmmmm - '
; \
é i
\
N\
\
espelho \ - -
Y Fotodetetor
N\
\
\
\ /
N 7
N /
Cantilever °\ o

iezoelétrico
p r\/ /\//\l

superficie

Figura 2.8 — Esquema ilustrativo de um microscépico de forca atémica, adaptado de

[29].

Um microscéopio de forca atdomica pode funcionar em diferentes modos
operativos, que devem ser escolhidos consoante o tipo de amostra (dependendo da
topografia, do material, etc.) e a informacdo que se pretende obter (topografica, de
fase, curvas de forca-distancia, etc). Os trés modos mais comuns sdo o modo contacto,
ndo-contacto e intermitente (tapping).

Considerando o tipo amostra analisado e a informacdo que se pretendeu obter,
apenas se ira descrever o modo contacto intermitente ou tapping pois foi o utilizado
neste trabalho, pois além de ser muito versatil é adequado ao estudo de vdrias
interfaces, nomeadamente com biomoléculas. Neste modo operativo a ponta oscila a
uma frequéncia proxima da sua frequéncia de ressonancia, aproximando-se da
amostra ocorrendo o contacto, que leva a uma diminuicdao da amplitude de oscilacao
da ponta. A amplitude de oscilacdo da ponta é mantida constante usando um ciclo de
retroacdo de forma a elevar ou baixar a amostra. Este modo oferece a possibilidade de

fornecer informacao adicional a topografica, através das variacdes de fase da oscilacao
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da ponta, que ocorrem devido a presenca de materiais com propriedades distintas, tais
como dureza e viscoelasticidade [27, 28].

Esta técnica microscépica foi crucial neste trabalho para avaliar cada passo de
modificacdo da superficie de ouro, e em particular na presenca das nanoparticulas,
permitindo avaliar a sua distribuicdo/dispersdo na superficie do ouro. O AFM fornece
ainda um contributo muito importante no estudo das bicamadas lipidicas suportadas

em ouro, avaliando a separacdo de fase e a espessura dos dominios lipidicos formados.

Equipamento: Multimode Nanoscope llla (Digital Instruments, Veeco).
As imagens foram obtidas em modo contacto intermitente (tapping) com pontas de
silicio (Si) (TESP, frequéncia de oscilagao ~300 kHz), a uma velocidade de aquisi¢ao de

~1.7 Hz.

Para a caraterizagdo estrutural dos compostos quimicos adsorvidos nos
elétrodos Au recorreu-se a espectroscopia fotoeletrénica de raios-X (X-ray
Photoelectron Spectroscopy, XPS). Esta técnica permite, com clareza, caracterizar a
composi¢ao quimica dos compostos adsorvidos na superficie do elétrodo, através da
identificacdo das bandas ionizacdo (tais como, S2p, Cl1s, N1s) dos elementos quimicos
presentes na superficie do ouro (S, C, N). O estudo de superficies por XPS baseia-se na
analise do espectro de emissdo de eletrdes, que contém picos com energias
caracteristicas em resultado de dois processos fisicos fundamentais, emissao de
eletrées por efeito fotoelétrico e a emissao de eletroes Auger. Esta técnica apresenta
uma elevada sensibilidade a composicdao quimica da superficie devido aos eletrdes

com energias até cerca de 2 keV.

Equipamento. Microlab 310 F (Thermo Electron-former VG Scientific), com um anodo
de Mg (monocromado), um analisador hemisférico concéntrico e foi operado sob
pressdes mais baixas que 5 x 10”° mbar, utilizando uma radiacdo Al (monocromador).
Os espectros foram obtidos em modo CAE (30 eV) e com uma tensdo de aceleracdo de

15 kV. A quantificacdo de cada pico foi determinada apds ajustamento obtido pela
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funcdo do produto Gaussian — Lorentzian e o algoritmo foi baseado na optimizacdo
Simplex (Software Avantage).
As analises aos elétrodos modificados foram realizadas em colaboracdao com a

professora Maria de Fatima Montemor do ICEMS do Instituto Superior Técnico.

2.4.3 Estudos eletroquimicos (voltametria ciclica e cronoamperometria)

A realizacdo de estudos eletroquimicos, particularmente de voltametria ciclica,
pode contribuir significativamente para responder a uma série de questdes sobre
elétrodos modificados: natureza quimica das especies adsorvidas, a sua estabilidade,
empacotamento, organizagdo, etc.

O aparecimento de picos anddicos ou catddicos num voltamograma ciclico,
como exemplificado na figura 2.9, indica a oxidacdo e reducdo de espécies a superficie

do elétrodo de trabalho, sendo associdvel uma corrente de pico anddica (ipred)

e
catddica (i,”), e um potencial de pico anddico (E,™°) e catédico (E,>) [30].

E possivel deduzir se a espécie em estudo estd adsorvida numa superficie ou
em solugao, uma vez que o comportamento voltamétrico é muito distinto. Esta
diferenca pode ser explicada tendo em conta que a componente da corrente devido a
transferéncia de massa (i.e. difusdo das espécies eletroativas) é nula quando estas
espécies estdo adsorvidas na superficie do elétrodo. Quando a transferéncia eletrdnica
da espécie adsorvida é reversivel obtém-se um voltamograma ciclico com picos
simétricos, relativos aos processos de oxidacdo e reducdo (figura 2.9a), devido a
guantidade fixa de reagente adsorvido na superficie. A corrente sobe de ~ 0 para o seu

maximo e cai para perto de 0, apds o pico, indicando que o reagente é totalmente

consumido.
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Figura 2.9 — a) Voltamograma ciclico correspondente a, a) um processo redox
reversivel de uma espécie adsorvida a superficie do elétrodo; b) desadsorcao redutiva
de espécies nao eletroativas de uma monocamada imobilizadas na superficie do

elétrodo.

No caso das espécies redox estarem adsorvidas no elétrodo de trabalho, prevé-
se a linearidade entre a densidade de corrente de pico (j,) e a velocidade de
varrimento (v) [30]:

. n2F2Ar

Jo = ey Vv (eq. 1)
Onde, j, , € a densidade de corrente de pico em A-cm'z; n, é o numero de eletrdes
envolvidos; F, é a constante de Faraday (96485 C mol™); R , é a constante dos gases
perfeitos (8.3144 ) K!mol); T, é a temperatura em K (20°C = 293.25 K); I', é o
recobrimento superficial em mol cm™, A, drea geométrica do elétrodo de ouro (cm?) e

v a velocidade de varrimentos (Vs™).

A carga Q, envolvida nos processos faradaicos, obtida por integracdao da corrente,

permite estimar o valor de recobrimento superficial, I', através da equacdo seguinte,

- @
r= — (eq.2)
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Desta expressdo podemos entdo obter a cobertura de superficie, que é calculada
através da integracao da drea do pico (processos de oxidagdao ou reducgdo) apds ter
sido definida uma linha de base (figura 2.9) de forma a limitar a drea correspondente
ao processo redox que ocorre a uma dada velocidade de varrimento, ou seja, a carga
elétrica (Q), tendo em conta o niumero de eletrdes envolvidos na reagdo redox.

E também possivel avaliar a estabilidade e organizacio molecular de
monocamadas de derivados de enxofre formadas em ouro por desadsorcao redutiva,
obtendo informagdo quantitativa no nimero de 4tomos de enxofre adsorvidos [31]. A
equacdo geralmente aceite pode ser descrita por: Au|SC,X + e~ —» Au® + XC,S".

0] Epred correspondente a reacdo é observado no varrimento catddico (figura
2.9) enquanto no anddico aparece o pico de readsor¢do; quando se inicia o varrimento
catdédico seguinte (segundo ciclo), a desadsorcdo desta monocamada ocorre,
normalmente, a um potencial menos negativo, o que traduz a menor organizacdo das
moléculas que se re-adsorveram e uma maior permeabilidade aos ides da solucdo,
logo é de esperar que monocamadas menos densas desadsorvam a valores de
potenciais mais positivos [31]. Seguindo o procedimento e a equacgdo 2 anteriormente
descritos, podemos determinar o recobrimento superficial da monocamada adsorvida
na superficie do ouro, ou seja, a concentracdo superficial de dtomos de enxofre,
integrando a area do pico de reducdo e considerando a carga e o nimero de eletrdes

associados ao processo.

A cronoamperometria é uma técnica muito util quando se pretende estudar a
atividade bioldgica de um enzima quando este estd imobilizado a superficie do
elétrodo. As respostas cataliticas resultam da oxidacdo ou reducdo das espécies
presentes no sistema, quer no elétrodo ou no eletrdlito (centro ativo do enzima,
mediador redox, substrato, ou oxigénio), medindo-se a corrente que flui através do
elétrodo de trabalho em funcdo do tempo resultante da aplicacdo de um potencial
constante. Esse fluxo de corrente é correlacionado com o gradiente de concentracdo
das espécies oxidadas ou reduzidas na superficie do elétrodo de trabalho [32]. No
estudo de cinética enzimatica, 3 medida que se vai aumentando a concentracdao de
substrato, obtém-se um valor de corrente por cada adicdo de substrato, como

exemplificado na figura 2.10. Através dos valores da corrente correspondente ao
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patamar de estabilizacdo é possivel tracar uma curva 1/j vs. Csupsirato (figura 2.10) e
obter informagdo cinética e analitica da atividade do enzima e do desempenho do

elétrodo modificado como um biossensor.

40
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Figura 2.10 — Exemplo de um cronoamperograma obtido apds varias adicao de glucose

e a respetiva representacdo grafica de | vs. Csypstrato, retirado de [33].

Equipamento: PARSTAT 2263 (Perkin EImer).

O elétrodo de trabalho usado nos ensaios de voltametria ciclica e
cronoamperometria, foi uma placa de ouro com dimensdes de 1.1 x 1.1 cm? da marca
Arrandee™, constituida por uma camada de ouro de 200 nm evaporado em vidro
borosilicato com uma camada intermédia de crémio (2 - 4 nm) para possibilitar a
aderéncia do ouro ao vidro (figura 2.11 a); o elétrodo de referéncia foi o elétrodo
saturado de calomelanos, Hg/Hg,Cl, saturado em KCl (saturated calomel electrode,
SCE) e o contra-elétrodo ou elétrodo auxiliar, um fio de platina. A célula eletroquimica
utilizada é de um compartimento e encontra-se exemplificada na figura 2.11b. A placa
de ouro foi fixa a parte inferior da célula por uma tampa com parafusos e por um O-
ring, que define a drea do elétrodo de trabalho a 0.57 cm?, exemplificado na figura
2.11b. Os restantes elétrodos sdo colocados na parte superior apos a célula estar
fechada coma respetiva tampa.
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Figura 2.11 — a) Elétrodo de Au (111) e b) esquema ilustrativo da montagem da

célula eletroquimica de 1 compartimento.

A superficie do elétrodo de Au (111) (figura 2.11a) foi limpa com solucdo
piranha (mistura 3:1 (v/v) de H,S04:H,0,), e se seguida lavada abundantemente com
agua e etanol, e com um tratamento a chama com gds butano, flame-annealing,
tornando a superficie de ouro com uma orientagao cristalografica preferencial (111) e
uma rugosidade superficial de ca. 1.2 que foi estimado através do método de adsorgao
guimica de iodo e estd de acordo com os valores reportados para elétrodos de ouro
similares [31, 34, 35]. Para confirmar o estado da superficie do ouro, recorreu-se a
Microscopia de Efeito Tunel (STM), para observar os terracos do ouro planos e
monoatémicos, com alturas de 0.24 nm caracteristicos da orientacdo preferencial

(111) (figura 2.12).

Figura 2.12 — Imagem de STM da

superficie do ouro apdés o

processo de flame-annealing, com
Y. . .| os terragos planos de 0.24 nm

caracteristicos da orientacdo

150 x 150 nm? B B b cristalografica (111).
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O elétrodo rotativo de disco e anel (RRDE) é utilizado para estudos de
eletrocatdlise, em condi¢des hidrodinamicas controladas [32].

A reducdo do oxigénio é uma reacdo energeticamente importante tanto em
meio acidico como alcalino e, em geral, pode ocorrer por via de dois tipos de
mecanismos diferentes, envolvendo 2 eletrdes (formacdo de H,0,) ou 4 eletrGes
(formacao de H,0). O elétrodo rotativo de disco e anel permite diferenciar os dois
tipos de mecanismos, dando informacgdo sobre se existem intermedidrios (H,0,)
formados durante a reagao. Esta capacidade advém do fato de as espécies geradas no
elétrodo de trabalho de disco poderem ser detetadas num segundo elétrodo de
trabalho de anel (com controlo de potencial elétrico independente) colocado a volta
do disco numa posicdo muito préoxima deste (340 um no sistema utilizado).
Experimentalmente, no caso da reacdo de reducdo de oxigénio molecular, no disco
observa-se apenas uma Unica onda de corrente redutiva que pode corresponder a
producdo de H,0 (n =4) ou H,0; (n =2). Se, durante o varrimento de potencial no disco,
o anel for mantido a um potencial constante e suficiente para promover a oxidagdo do
H,0,, desenvolver-se-do correntes anddicas no anel caso o perdxido tenha sido
formado no disco, ou ndo dara qualquer resposta se a redu¢do do oxigénio no disco

tiver envolvido 4 eletrdes, com a formagao direta de dgua (figura 2.13).

100 rpm

1 uA]

A " —

0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 O

0.11A] E/V vs.Ag/AgCl Anel

Figura 2.13 — Exemplo de curvas obtidas no disco e no anel com o elétrodo rotativo de

disco e anel, adaptado de [37].
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O elétrodo rotativo de disco e anel inclui-se no conjunto mais alargado dos
designados sistemas hidrodindmicos [32]. Estes funcionam em modo de conveccao
forcada apresentam como vantagem fulcral um maior transporte de espécies para o
elétrodo, que se traduz num aumento de corrente e maior sensibilidade. A velocidade
de rotacdo, o, é uma varidvel independente. Fazendo variar w, diferentes valores da
corrente limite (j;m) sdo obtidos quando o potencial (E) de elétrodo é varrido. A w

imposta e a corrente limite medida relacionam-se através da equagao de Levich (jiey),
; : 2/3 px_ —
Jum = Jiew = 0.62nF D23 Ciu=1/6 /2 (eq. 3)

onde, n, nimero de eletrbes; F, constante de Faraday; A, area do elétrodo; Dy,
coeficiente de difusdo da espécie; C,, concentragdo do O, no seio da solugdo ; v, a

viscosidade cinematica (0.01 cm” s para a 4gua a 25°C); ®, a velocidade de rotag3o.

No caso de processos de transferéncia eletrénica irreversiveis, onde a reagao inversa
pode ser ignorada, a relacdo entre a corrente e a velocidade de rotacao do elétrodo é
obtida através da equacdo de Koutecky- Levich [32], que permite a obtencdo de

parametros cinéticos:

1_ 1 1 1 1
- =—++ = + 73 (eq.4)

JJk  Jrew NFCk  0.62nFDy’" Cout/6wl/2

onde, k, é a constante de velocidade da reagdo (cm sY) e jk, representa a corrente na
auséncia de quaisquer efeitos de transferéncia de massa (correspondente ao processo

a velocidade de rotacdo infinitamente elevada).

Equipamento: Bipotenciostato EG&G modelo 366, acoplado a um sistema de rotagdo

Oxford Electrodes e um registador Yokogawa (A3 X-YY, model 3023).

Nos ensaios eletroquimicos com o elétrodo rotativo de disco e anel foi utilizada

uma célula de trés compartimentos (figura 2.14a) e um elétrodo de disco e anel de
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ouro policristalino (figura 2.14b), como elétrodos de trabalho, tendo-se utilizado o
elétrodo saturado de calomelanos como referéncia e uma placa de platina como
contra elétrodo. As dimensdes do elétrodo rotativo de disco e anel de ouro (figura
2.14b) sdo A,ne = 0.062 cmz, Agisco = 0.416 cm?. Antes de ser modificado o elétrodo foi
polido em suspensées de alumina de 5, 1 e 0.3 um (Al,Os, Buehler) até se obter um
nova e limpa superficie de ouro, lavando exaustivamente com agua Milli-Q.

a) b)

Figura 2.14 - a) Célula eletroquimica de 3 compartimentos e b) elétrodo de Au

policristalino.

As solugdes utilizadas como eletrélitos foram previamente desarejadas com
azoto (99.99997%) ou com ar, através de uma bomba de ar, durante 20 min antes de

serem utilizadas.

2.4.4 Medigao dos parametros elipsémetricos e determinag¢do da espessura

de filmes finos (elipsometria convencional)

Para avaliar a modificacdo das superficies de ouro e o sucesso de cada passo do
processo de modificacdo recorreu-se a elipsometria convencional, uma vez que a
alteracdo dos parametros elipsométricos permite estimar a espessura do “filme”
formado nestas superficies. A elipsometria € uma técnica 6tica, ndo destrutiva, que se
baseia na medicao de altera¢des na polarizacdo da luz causadas pela interagao da luz
com um dado material de forma a obter informacdes sobre as propriedades dticas do
material. Quando um feixe de luz polarizada se propaga num dado meio e incide numa

superficie plana com um determinado angulo (6,) face a superficie, parte deste feixe
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serd refletido, parte sera, eventualmente, absorvido, enquanto o restante sera
transmitido através do novo meio sofrendo refracdao, propagando-se com um angulo
0, determinado pelas propriedades 6ticas dos meios envolvidos, de acordo com a lei
de Snell: ng sen 8y = n1 sen 81, sendo n; o indice de refragdo de cada um dos meios [38].
Desta interacdo o feixe de luz refletido apresenta uma polarizacao tipicamente eliptica,
apresentando desvios de fase (A) das componentes ortogonais dos vectores campo
eléctrico ou magnético da luz assim como alteracdes do angulo azimutal (W) que vao
ser medidos pelo equipamento.

Estes parametros podem ser medidos de 0 a 360° e 90°, respetivamente e sdo

relacionados pela equag¢ao fundamental da elipsometria:
tanWe'® = % (eq. 5)

Onde o RP e RS sdo os coeficientes de reflexdo de Fresnel resultantes da
polarizacbes paralela e perpendicular. No caso de um substrato revestido com um
filme fino exposto a um dado ambiente, o valor dos coeficientes de reflexdao de Fresnel
é o resultado combinado das multiplas reflexdes nas duas interfaces formadas
(substrato-filme e filme-ambiente),

NG N S AS _—1
Pyt Fipe ™ ) 51+ 5,0 P

— (eq.6 RS = -
147 + 7P e~ 1B (eq.6) 1475, + 75,e~ B

RP = (eq.7)

Onde, 7;; € coeficiente reflexdo de Fresnel para a interface entre o meioieje

B um parametro proporcional a espessura, ds, da fase do filme,

p =4n (%) fi; cos 6 (eq. 8)
onde o 71; é o indice de refragdao complexo do filme.

Os coeficientes de reflexdo de Fresnel, 7, sdo a razdo entre as amplitudes da
onda refletida e da onda incidente das componentes ortogonais da luz, e sao

caracteristicos de uma dada interface e funcao das propriedades oticas das fases que a

constituem:
Ap __ Mo cosBi1— 7y cosby ~s M1 C0s61—Tcosby
01 = = — (eq.9) 79153 — (eq. 10)
flg cos 81+ 71 cos B 74 cos 61+ 7 cos O
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Nestas circunstancias, e dado que os coeficientes de reflexdo de Fresnel
dependem das propriedades Oticas dos meios que compdem o sistema,
nomeadamente do seu indice de refragao, tem-se:

¥,4);; = f(#;, 7, 4,0,)

onde A é o comprimento de onda utilizado.
Quando um meio é oticamente absorsor os coeficientes de reflexdo de Fresnel
s3o quantidades complexas, 7 e #°, e o indice de refracdo, i também serd
n=n-—ik (eq.11)
em que n é a sua componente real, designada simplesmente por indice de refracdo,
i=V—1 e k, denominado coeficiente de extincdo, é uma medida da atenuacgdo da
intensidade da luz pelo meio, estando relacionado com o coeficiente de absorcao,a,

a=4nk/A  (eq.12)

Para a situacdo representada na figura 2.15a, envolvendo apenas dois meios
(substrato e ambiente), os parametros elipsométricos W e A dependerdo apenas das
propriedades oticas do ambiente (ar, no caso de uma medida ex-situ) que é
normalmente transparente e portanto traduzido apenas pela parte real do indice de
refracdo (k=0) e do substrato (indice de refracdo) complexo no caso de um substrato
absorsor), para além do angulo de incidéncia e do comprimento de onda da luz que
sdao parametros estabelecidos pelo operador. No caso de existirem trés meios
presentes, substrato/filme/ambiente, como esquematizado na figura 2.15b, os
mesmos parametros W e A dependerdao adicionalmente do indice de refracao
complexo do filme e da sua espessura, aumentando desse modo a complexidade
matemadtica do sistema. As caracteristicas de um sistema (parametros 6ticos de cada
material, espessura de um filme absorsor) ndo podem ser obtidas analiticamente
através dos parametros elipsométricos. Por essa razao, é necessdria a adoc¢do de
modelos fisicos que traduzam o sistema e utilizacdo de programas de simulacdo em

computador para se tratar e analisar os dados experimentais.
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Figura 2.15 — a) Reflexdo da luz polarizada na auséncia e na b) presenca de um filme

fino adaptado de [38].

A determinacdo das espessuras dos filmes foi realizada recorrendo a um
programa de ajuste baseado no modelo das trés camadas homogéneas (equivalente ao
sistema ilustrado na figura 2.15b) [38], fixando a parte real do indice de refracdo entre
1.48 e 1.50, consistente com o reportado para filmes finos de proteinas ou para

bicamadas lipidicas [39, 40].

Equipamento: SE 400 (Sentech Instruments), equipado com um laser de He-Ne
(A=632.8 nm). As medicGes elipsométricas foram efetuadas a um angulo de incidéncia

de 70° em modo PSA (polarizador-amostra-analisador).

2.4.5 Desempenho dos imunossensores (SPR, TIRIE, elipsometria de imagem)

A técnica de ressonadncia de plasmao de superficie (SPR) é baseada na
alteracdo do indice de refracao e é aplicada em estudos de fendmenos de superficie.

Geralmente, os sistemas de SPR operam segundo a configuracdo proposta por
Kretschmann (figura 2.16) [41-43]. A configuracdo de Kretschmann baseia-se no
fenédmeno de reflexdo interna total. As propriedades oéticas do sistema provocam
mudancas no angulo de ressonancia do plasmao, tornando possivel aplicar o
fenomeno de SPR (figura 2.16). A posicdo do angulo em que ocorre o maximo de

ressonancia depende do indice de refracdo do meio que estd em contacto com o metal
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e varia proporcionalmente com a concentragdo das moléculas presentes nesse meio,

logo, uma alteragdo na concentragao provoca uma alteragao no indice de refragao.

Filme
metalico

Metal/ar

Fonte de luz
. Detetor
polarizada

Figura 2.16 - Representacdo esquematica da configuracdo de Kretschmann.

Um espetro tipico de SPR obtido durante a adsor¢do de um analito (por
exemplo, um anticorpo) sobre uma superficie metalica encontra-se representado na
figura 2.17. Inicialmente, a superficie é lavada com uma solucdo tampdo adequada
para gerar uma linha de base estavel (figura 2.17 - (1)). Apds o contato da solucdo
(analito) com a superficie ocorre uma adsorcdo rdpida ou lenta, dependendo da
cinética da reacdo entre o analito e a superficie, originando um desvio do angulo de
ressonancia do SPR. O patamar observado no perfil SPR exibido na figura 2.17 é devido
a saturacdo da superficie com o analito [42]. Por ultimo, é injetada novamente a
solucdo tampao, com o intuito de remover as espécies que ndao estdo ligadas
especificamente, resultando uma segunda linha de base (figura 2.17 — (2)). A diferenga
entre a linha de base (1) e (2) fornece uma indicacdo sobre a extensdo da

adsorcdo/interacdo.
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Figura 2.17 - Exemplo de um perfil de SPR e da alteracdo do angulo de ressonancia

apos a adsorgdo/interagdo de uma biomolécula, adaptado de [43].

Equipamento. BIOSUPLAR 400 T compact Surface Plasmon Resonance Spectrometer
producido pela Analytical u-Systems acoplado a uma bomba peristaltica (ISMATEC).
Fonte de luz: diodo laser de baixa poténcia (630 - 670 nm), gama maxima de angulos:
acima dos 17°; tempo da medicdo: no modo simples < 20 segundos, no modo tracking
< 2's, modo slope < 0.1 s; resolugdo angular:> 0.003°.

As experiéncias da adsorcdo/ interacdo das proteinas com a superficie

modificada, em tempo real, foram obtidas usando um fluxo de solugdo 50 puL/min.

Nas experiéncias de ressonancia de plasmao de superficie foi utilizada a célula
prépria do equipamento (figura 2.18a), que possui dois orificios/canais, que delimitam
a superficie do ouro onde ird ocorrer a reacdo de bioreconhecimento. Os elétrodos de
ouro utilizados nos ensaios de SPR (figura 2.18b) foram adquiridos na Analytical p-
Systems e sdo constituidos por um filme de 50 nm de ouro depositado em vidro. Antes
de serem usados estes elétrodos foram limpos, recorrendo a uma camara de UV-

Ozono (45 min) e foram lavados com agua milli-Q e etanol varias vezes.
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a) b)

\ T

Figura 2.18 — a) Célula reacional do SPR e b) superficie de ouro utilizada nos ensaios de

SPR.

Tal como na técnica de SPR, a IE e a TIRIE possibilita seguir uma reagao de bio-
reconhecimento entre biomoléculas (ex. anticorpo, antigénio), em tempo real. O
biossensor TIRIE possui um sistema 6tico e sistema microfluidico acoplados [44]. No
sistema o6tico, o feixe de luz atravessa o polarizador e o compensador e penetra dentro
do prisma que esta acoplado perpendicularmente. O feixe de luz reflete totalmente na
interface do substrato e passa através do analisador acoplado a um dispositivo de
imagem de video (charge-coupled-device, CCD). A angulos de incidéncia préximos do
angluo de Brewster, a onda evanescente forma-se na interface entre a superficie e a
camada de proteina. A polarizacdo da onda evanescente é modificada por deposicdo
de camadas de biomoléculas na superficie e por isso o estado de polarizacdo da
reflexdo interna total sofre alteracdes ao mesmo tempo.

Estas técnicas sdo bastante poderosas para o estudo de filmes organicos finos
pouco absorsores (k baixo) devido a elevadissima sensibilidade da elipsometria a
variacbes do desvio de fase (A) decorrentes de alteracdes de espessura desses
materiais. Fazendo uso de uma camara CCD com razoavel resolucdo lateral (dimensao
do pixel) ao invés de um analisador fixo, estas técnicas de imagem permitem explorar
com resolucdo espacial (da ordem dos micrometros, lateralmente) as capacidades
intrinsecas da elipsometria preservando, no entanto, a sua resolucdo axial (inferior ao
nanémetro). Quando efetuada em condi¢des de reflexdo nula pelo substrato a uma
dada polarizacdo, as variacdes de intensidade registadas pela luz refletida com essa
polarizacdo (traduzidas instrumentalmente numa gama de tons de cinzento -

Grayscale) sao causadas pelo aumento de espessura do filme.
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O sistema microfluidico é feito de polidimetilsiloxano e possui um conjunto de 24
células numa arquitetura de 3 x 8 (volume maximo de cada célula = 150 pl). O sistema
esta em contacto com uma camada de ouro/superficie (figura 2.19a) com 20-50 nm de
espessura depositado por evaporagao em vidro. Qualquer solugdao pode ser injetada
individualmente em cada célula pelo sistema microfluidico. A velocidade do fluxo
utilizada nos ensaios foi de 5 pl/min. Todo o processo cinético de interacdo da
biomolécula numa célula em cada momento é registado em diversas imagens ao longo
do tempo (figura 2.19b).

a)

>/Pr'isma

S — Superﬁcie de ouro

Sistema microfluidico

b) N
m
3 Complexo ligando-recetor
_§_\ Ligando
©
£
v Linha de base Complexo

ligando-recetor

| ligando
| Linha de base

Tempo (min)

grayscale

Figura 2.19 — a) Esquema do posicionamento da superficie de ouro, do sistema
microfluidico e do prisma; b) Exemplificacdo de uma curva de TIRIE com as respetivas
imagens captadas dos momentos inicias e finais da interagdao do anticorpo e do

antigénio, expressa em grayscales em funcao do tempo, adaptado de [44].

Equipamento: Elipsdmetro de imagem (figura 2.20) e elipsdmetro de imagem em
modo de reflexdo interna total (figura 2.21) desenvolvidos pelo grupo de Professor

Gan JIN, no Institute of Mechanics, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China.
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Figura 2.20 — Elipsdmetro de imagem

Figura 2.21 - Elipsdmetro de imagem em modo de reflexdo interna total (TIRIE)
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assembly of Laccase/ iron oxide nanoconjugates on gold surfaces”, submetido
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Tém sido desenvolvidas inUmeras estratégias para a preparacao de superficies
para serem usadas como biossensores, onde a atividade bioldgica da biomolécula ndo
seja comprometida, apds a sua imobilizagdo na superficie transdutora [1, 2]. A
transferéncia eletronica direta entre o centro catalitico do enzima e o elétrodo é
frequentemente dificultada devido a estrutura tridimensional da proteina, que podera
impedir a orientacdo adequada ao transdutor, podendo originar a desnaturacdo da
proteina apds a sua adsor¢ao na superficie do elétrodo [3, 4]. Desta forma, parametros
como a orientacdo, distribuicdo, organizacdo e proximidade dos enzimas com as
superficies transdutoras sdo de extrema importancia para a preparagao de interfaces
para serem usadas como biossensores [5], sendo estes fatores afetados pelo método
de imobilizagao usado.

Como referido no capitulo 1 deste trabalho, a imobilizacdo de biomoléculas em
suportes sélidos, incluindo em superficies planas ou nanoestruturas, através de varios
métodos tem sido amplamente explorada. Estes trabalhos incluem metodologias, tais
como, a encapsulacdo sol-gel em matrizes inorganicas [6], adsorcao fisica, eletrostatica
ou covalente [7], ou através formacdo de polimeros [8] ou monocamadas auto-
organizadas (SAMs), na presenca de nanomateriais (por exemplo, nanoparticulas de
ouro) [9-12]. Vdrios estudos tém demostrado que a formacdao in situ de
ditiocarbamatos através da reacdo entre o CS, e grupos aminas, com énfase nas
aminas secundarias [13-16], mas também primdrias, como aminoacidos e proteinas
[17-19] pode ser utilizada como uma alternativa a formag¢ao de monocamadas auto-
montadas em ouro [20]. A principal particularidade dos ditiocarbamatos em Au (111) é
a ressonancia eletrénica entre o azoto, carbono e enxofre [13, 21, 22], a qual é
responsavel pela forte interacdo com os substratos de ouro, devido a uma
sobreposicao de orbitais moleculares do metal e das espécies adsorvidas.

O objetivo do trabalho que sera descrito neste capitulo foi desenvolver uma
metodologia, simples, versatil e de um sé passo reacional [17], para preparar elétrodos
nanoestruturados, usando para tal a reacdo do CS, e compostos eletroativos contendo
grupos amina, na presenca de nanoparticulas de ouro (AuNPs) de, aproximadamente,
20 nm ou nanoparticulas de oxido de ferro (FesO4NPs) (didametros médios de 20 e 40

nm), em solucdes organicas ou aquosas.

69



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a constru¢do de biossensores

Com o propédsito de testar esta metodologia para imobilizar biomoléculas,
foram selecionados dois enzimas, a Glucose Oxidase e a Lacase. Estudou-se a sua
atividade catalitica, como resultado da preservacdo da atividade biolégica apds o
processo de imobilizagdo, avaliando assim, a capacidade desta interface poder ser

usada como um biossensor.

3.1 Elétrodos nanoestruturados — nanoparticulas de ouro e platina de

ouro

Com base na forte de interacdo entre o Au e o enxofre, inicialmente foi
estudada a reacdo de um sé passo entre AuNPs, CS, e compostos eletroactivos
» ” . . L. . . o
modelo” contendo grupos amina (amina secundaria-epinefrina e um aminoacido-
triptofano), e de seguida com o enzima Glucose Oxidase. Um esquema ilustrativo desta
metodologia encontra-se representado na figura 3.1. Para efeitos comparativos e com
o intuito de reforcar o potencial desta metodologia, foram efetuados ensaios similares
na auséncia de AuNPs ou utilizando uma monocamada de um alcanoditiol, em vez do

CS,, para imobilizar as AuNPs funcionalizadas.
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Figura 3.1 - Esquema representativo da metodologia usada para a funcionaliza¢do de
superficies de ouro com CS, (1 mM), AuNPs (4 nM), epinefrina (0.1 M) ou triptofano
(0.1 M) ou Glucose Oxidase (1 mg/ml), durante 16 h, e o tipo de adsorbatos que
poderdo ter sido formados durante a reacdo de modificacdo. As reacbes foram

preparadas em meio organico e aquoso, a 22°C e 4°C, respetivamente.

3.1.1 Reagdo entre o CS,, epinefrina e triptofano

Os compostos eletroativos “modelo” utilizados na metodologia de um sé passo
foram a epinefrina e o triptofano. A epinefrina é uma catecolamina e um
neurotransmissor no sistema nervoso central e a sua presen¢a no organismo influencia
o sistema cardiaco [23-25], enquanto o triptofano é um aminoacido essencial na
estrutura das proteinas, com elevada relevancia na alimenta¢do humana responsavel

pela manuten¢do de um saldo positivo de azoto [26, 27]. Ambos podem ser detetados
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por métodos eletroquimicos e segundo as reacdes de oxidacdo-reducdo descritas na
figura 3.2.

Como verificado anteriormente [17], o processo redox do triptofano apresenta
alguma complexidade. Estd reportado que o triptofano na maioria das superficies
estudadas [28] apresenta apenas um Unico pico de oxidacdo, que é devido a uma
reacdo irreversivel que envolve dois eletrdes, originando um intermediario metileno-
imina extremamente reativo [29, 30]. Este intermedidrio pode ser facilmente atacado
por grupos nucledfilos presentes na solugdo da reagdo, tal como a agua com a
formacdo de espécies, como a oxindolalanina, que podem apresentar alguma
reversibilidade eletroquimica, embora a extensdo da reacdao de redugdo seja muito

menor do que a do processo de oxidacdo [26, 28].

OH OH
HO NH 0 NH
a) CHy «— > o= CH, ) -
+2e +
HO 0 =
0
b) Z NH, Y\ NH,
=== | +H,0 < W +2e 4 2H*
N COOH . COOCH
N
H

Figura 3.2 — Representacao dos processos redox de a) epinefrina e b) do triptofano.

Os voltamogramas ciclicos obtidos para elétrodos de ouro modificados, apds a
reacao da epinefrina e do triptofano com CS, em etanol, na presenca e auséncia de
AuNPs, sdo mostrados nas figuras 3.3a e b, respetivamente. A tabela 3.1 compila os
dados eletroquimicos obtidos. A resposta redox da epinefrina e a dependéncia linear
dos picos catddico e anddico com a velocidade de varrimento (figura 3.3a) confirmou a
ligacdo estdvel da epinefrina ao elétrodo, indicando que o processo redox ndo é
controlado por difusdo. Observou-se que na presenca de AuNPs, os picos redox da
epinefrina sdo praticamente simétricos (AE, = 0), com um potencial de meia-onda
(E1/2) desviado para valores mais negativos, comparativamente ao observado para os

elétrodos de Au (111) modificados na auséncia das AuNPs [17]. Estes dados indicaram
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gue a transferéncia eletronica foi facilitada devido a presenca das nanoparticulas.
Foram estimadas as coberturas superficiais dos compostos imobilizados nos elétrodos
modificados, com base na integracdo da drea dos picos anddicos, considerando a
transferéncia de 2 eletrGes durante a conversdo eletroquimica da
hidroquinona/quinona (esquema 3.1) [17, 23] e aplicando a equacdo 2 descrita na
secc¢do 2.4.3 do capitulo 2. A adicdo de AuNPs na reagdo preparada em etanol resultou,
ainda, num aumento significativo na concentragao superficial de epinefrina de, 1.3 x
10" '° para 4.0 x 10" mol cm™(ca. 70 %), demonstrando a eficicia deste método para

imobilizar moléculas pequenas em superficies de Au (111).
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Figura 3.3 — Voltamogramas ciclicos do Au modificado, com CS,/epinefrina e

CS,/triptofano, na presenca e auséncia de AuNPs: a) e b) em etanol; c) e d) em

solucdes aquosas (tampdo fosfato (PB), pH 7.4), respetivamente); 0.1 M H,SQ4, v = 50

-1 ~ s re . , I
mV s, representacdo grafica de jversus v para os elétrodos modificados na presenca

de AuNPs.

Como mencionado anteriormente, o comportamento redox do triptofano em

solucdo ou imobilizado ndo é linear [17] e na maior parte dos estudos, so é detetado

um pico anddico, o qual é atribuido a reacdo irreversivel de 2 eletrées com formacao

de um intermedidrio metileno-imina extremamente reativo [26, 29, 31], dando origem
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a espécies que ndo podem ser eletroquimicamente reduzidas no processo de reducdo
correspondente. Este comportamento explica a resposta ndo-simétrica obtida nos
voltamogramas ciclicos mostrados na figura 3.3b, que mostram um pico anddico maior
do que o catddico. Nao obstante, a linearidade observada entre as correntes dos picos
redox com a velocidade de varrimento no elétrodo modificado por
AuNPs/CS,/triptofano (figura 3.3b) é a esperada para uma transferéncia eletrénica ndo
controlada por difusdo, confirmando a adsorcdo do aminodcido na superficie do
elétrodo. A semelhanga do observado para a epinefrina, foi possivel adsorver um
maior nimero de moléculas de triptofano (por Au (111)) na presenca de AuNPs (tabela
3.1). No entanto, a cobertura superficial é inferior a observada para epinefrina, e
apenas aumentou cerca de 30 %, em relacdo ao Au (111) modificado sem NPs,
provavelmente devido a elevada reatividade existente entre as aminas secunddrias e o
CS,, comparativamente a das aminas primadrias, como reportado anteriormente [17].
Tendo em conta que o principal objetivo do trabalho é a imobilizacdo direta de
biomoléculas, que requer meios aquosos, a modificacdo dos elétrodos utilizando a
mesma metodologia (de um sé passo reacional) com epinefrina e triptofano foi
também testada em condicdes tamponadas (tampdo fosfato, pH 7.4), e os
voltamogramas ciclicos obtidos estdo na figura 3.3c e d, respetivamente. Deste modo e
comparando os resultados obtidos em meio organico e aquoso, verifica-se que a
imobilizacdo da epinefrina e do triptofano é mais eficaz em etanol do que em solugdo
tampao fosfato, provavelmente devida a baixa solubilidade do CS, em solventes mais
polares. No entanto, é visivel que a reacdao também ocorre e que a presenca das
nanoparticulas leva a um aumento significativo nas correntes dos picos redox de
ambos os compostos (tabela 3.1). A relacdo linear entre a densidade de corrente dos
picos e a velocidade de varrimento foi observada em ambos os elétrodos modificados,
na presenca de AuNPs, contudo para o triptofano a proporcionalidade sé se verifica
até 50 mV s™ (figura 3.3d), confirmando que o processo de transferéncia eletrénica no
triptofano é um pouco mais complexo, fazendo-se notar a velocidades de varrimento
mais elevadas. E importante salientar que a perda de linearidade entre a densidade de
corrente e a velocidade de varrimento n3o estd associada a perda de moléculas de
triptofano adsorvido, como foi comprovado por varrimentos sucessivos na gama de

potencial estudada. A percentagem de aumento de concentracdo superficial estimada
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para ambos os elétrodos modificados com AuNPs foi de, aproximadamente, 70 %,
revelando que a maior parte das moléculas de epinefrina e triptofano se adsorveram
nas AuNPs.

O aumento das coberturas superficiais € uma consequéncia direta do aumento
da area superficial disponivel no elétrodo de Au (111) originada pela presenca de
nanoparticulas. Os resultados obtidos por voltametria ciclica confirmaram a
aplicabilidade desta metodologia para imobilizar compostos eletroativos contendo
grupos amina, mostrando que esta metodologia exibe um grande potencial para
imobilizar proteinas na superficie de ouro, tendo em conta que estas possuem um

grande numero de aminas primarias e também secundarias.

Tabela 3.1 — Valores de Ei;;, AE, e cobertura superficial obtidos a partir dos

voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados exibidos na figura 3.1.

Superficie e (x1079)/

e Solvente EY2/V 2
modificada / AE, [V (mol/ em?)
Etanol 0.53 0.02 1.3
€S,/ epinefrina
PBS 0.52 0.05 0.7
Etanol 0.52 0.05 4.0
AuNPs/CS,/ epinefrina
PBS 0.52 0.05 2.0
Etanol 0.43 0.14 0.8
CS,/triptofano
PBS 0.52 0.16 0.3
Etanol 0.51 0.12 1.1
AuNPs/CS,/triptofano
PBS 0.43 0.15 0.9

Para efeitos comparativos, testou-se a imobilizacdo de AuNPs funcionalizadas

com CS, e epinefrina numa superficie modificada com uma SAM de 1,6-hexanoditiol,
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uma vez que se espera que o grupo tiol terminal interagisse fortemente com as AuNPs.
Testaram-se dois procedimentos que diferem apenas na modificacdo das AuNPs antes
ou depois de terem sido colocadas em contato com a SAM de hexanoditiol. Os
resultados obtidos na figura 3.4 a e b, demonstrando que os resultados melhores
foram obtidos quando as nanoparticulas se ligam ao grupo tiol sem estarem
previamente funcionalizadas, tendo-se obtido uma quantidade superficial de
epinefrina de 1.8 x 10°** mol cm™?, que é ligeiramente superior & obtida no elétrodo
modificado com ditiol/(AuNPs/CS,/Epinefrina) (8.7 x 10 ** mol cm™). No entanto,
tanto num caso ou noutro, o sinal eletroquimico da epinefrina foi bastante inferior aos
obtidos na metodologia envolvendo o CS, (incluindo na auséncia de AuNPs) (figura
3.3). Estes resultados podem estar relacionados com a estrutura das monocamadas de
ditiol, pois devido a existéncia de um grupo tiol em cada extremidade, a ligacdo com o
Au (111) pode ocorrer por apenas um tiol mas também por ambos os grupos SH e,
neste caso, nao sera possivel adsorver as AuNPs [32], logo a quantidade de AuNPs

ligadas sera significativamente inferior quando ligadas pelo CS,.

2 25
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£ g o 20
o <
< 6 3 15
10—3 . eipox R®=0.9891 20 =10 +ip ox R*=0.9897
= ) mipred R?=0.9979 ] 5 mip redR?=0.9821
0
0
0 100 200
v/mvst
5 10 A
e .
o e
i Q
2 ER
0. =
104
S+—rT7—7—T T 771 e e e L B A m e B e e RN
00 01 02 03 04 05 06 07 08 00 01 02 03 04 05 06 07
E/V vs. SCE E/V vs. SCE

Figura 3.4 — Voltamogramas ciclicos do Au modificado com, a) 1,6-hexanoditiol, AuNPs
e CS,/epinefrina e b) 1,6-hexanoditiol, AuNPs/CS,/epinefrina, em etanol; 0.1 M H,SO,,

v =50 mV s™; representacio grafica de j versus v.
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Para provar que o CS, tem um papel crucial na estabilidade da ligacdo da
epinefrina a AuNPs e das AuNPs ao elétrodo de Au (111), foram realizados varios
voltamogramas ciclicos a 50 mV st Na figura 3.5a estdo apresentados os 2° e 10°
ciclos do comportamento da epinefrina nos elétrodos modificados com AuNPs e
epinefrina na presenca e auséncia do CS,, preparados em etanol. Como se pode
constatar, na presenca do CS, a resposta da epinefrina ndo sofreu alteracdo apés o 102
ciclo, contudo nao se verificou 0 mesmo para o elétrodo preparado na auséncia do CS,.
O numero de moléculas de epinefrina fisicamente adsorvidas foi baixo, pois no 22 ciclo
(figura 3.5b) j& aparece o pico caracteristico da oxidacdo do crémio, presente na
camada intermédia dos substratos de ouro usados para estes estudos, e que é
facilmente visivel apds vdrios varrimentos ciclicos em solucdes acidicas. Estes
resultados permitem comprovar que o CS, desempenha um papel fundamental nesta
metodologia, promovendo uma ligacdo estavel entre os compostos de epinefrina e de

triptofano, as AuNPs e o Au (111).

a) b)
60 - 60+
40+ 401
o “.‘E
£ 20 201
(@] o \..
g i _// ’\_1
= 0 = 0 —— J
-20 { 2 ciclo -204 \/ 2 ciclo
—10 ciclo 10 ciclo
-40 T T T T T '40 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 04 0.6 0.8
E vs. SCE/V E vs. SCE/V

Figure 3.5 — Voltamogramas ciclicos (22 e 102 ciclos) do elétrodo modificado com
AuNPs e epinefrina na a) presenca e b) auséncia de CS; em 0.1 M H,SO,4, v = 50 mV 5'1,
exibindo o efeito do CS, na estabilidade dos elétrodos modificados com

nanoparticulas.

A figura 3.1 esquematiza o tipo de modificacGes do elétrodo de ouro esperadas

nesta metodologia. Devido a espontaneidade desta reacdo de formacdo in situ de
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ditiocarbamatos em superficies de ouro podera haver mais do que um tipo de
compostos imobilizados, tais como, i) algumas moléculas de CS, que ndo reagiram e
que se ligam ao ouro através dos dois atomos de enxofre, ii) grupos ditiocarbamatos,
resultantes da reagdo entre o CS, e epinefrina ou triptofano, sem ter ocorrido reagao
com as nanoparticulas e iii) AuNPs funcionalizadas com CS,/Epinferina ou
CS,/triptofano, as quais deverdo estar ligadas a superficie do elétrodo através de CS,.
Neste caso, um atomo de enxofre devera estar ligado a nanoparticula e o outro ao

elétrodo planar de Au.

A caraterizacdo das monocamadas de ditiocarbamatos formados no ouro, foi
complementada com estudos eletroquimicos de desadsorc¢do redutiva do enxofre de
superficie de ouro, usualmente usados para caraterizar SAMs de alcanotidis em Au,
pois este tipo de estudos fornece informacdo qualitativa e quantitativa sobre, a
organizacdo, empacotamento e estabilidade da monocamada formada, fatores este
que sao fortemente dependente da cristalinidade, densidade superficial da
monocamada e do tipo de espécies de enxofre [21, 33-35].

Os voltamogramas ciclicos apresentados na figura 3.6 correspondem ao
processo redutivo das SAMs formadas a partir do CS, ou CS,/AuNPs, preparadas em
solucGes organicas (figura 3.6a) e aquosas (figure 3.6b). Na figura 3.6a detetou-se, para
o elétrodo modificado com CS,, um pico catédico a um potencial de - 0.92 V, que pode
ser atribuido a desadsorc¢do dos dois &tomos de enxofre do CS, adsorvidos no Au (111).
O potencial de reducdo observado para CS, (-0.920 V) é mais negativo do que o
reportado para as SAMs de derivados de tiol de cadeia curta, tais como
mercaptopropanol (E,"° = - 0.784 V [36]) ou acido mercaptopropidnico (E,"* = -0.800V
[37]), o que demonstra a grande estabilidade da estrutura de ressonancia entre o
enxofre e carbono, como resultado de uma boa sobreposi¢cdo das orbitais do ligando e
a superficie de ouro.

Foi também detetado um pico mais largo a potenciais ligeiramente inferiores (-
0.98 V) e um pequeno “ombro” a -0.88 V nos elétrodos modificados na presenca das
AuNPs, indicando que podem coexistir dois ambientes distintos de 4tomos de enxofre.
Quando o Au (111) foi modificado em &agua (figura 3.6b), na presenca de AuNPs,

detetaram-se também dois picos catddicos (-0.84 e -0.97 V) com um aumento da
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densidade de corrente do pico, atribuido a um maior nimero de atomos de enxofre

detetados do processo redutivo, quando as AuNPs estdo presentes na reagao.

b)
0 4
-10 04
o
o~
§ -201 c
< (8]
3
= -30- <
-40 1 .,‘ -104 -==--CS3,,agua
vt CS,, etanol —— AUNPS/CS,, agua
50 4 : AUNPs/ CSZ, etanol
12 -10 -08 -06 -04 -02 0.0 12 10 08 -06 04 02 00
E vs. SCE/NV E vs. SCE/NV

Figure 3.6 — Voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados com CS,, na presenca
ou auséncia das AuNPs, preparados em solu¢des a) organicas e b) aquosas; 0.1 M

NaOH; v =20 mV s™.

Eletroquimicamente a desadsor¢ao redutiva de SAMs de
diaquilditiocarbamatos comerciais (dietil, hexilmetil, dibutil ditiocarbamatos) [17, 21],
preparados em etanol, exibem um pico catédico (figura 3.7a) numa gama de potenciais
gue pode ir desde -0.75 (provavelmente devido a deslocalizacdo de eletrdes entre a
estrutura de ressonancia e o N, que pode conduzir a uma ligacdo mais fraca [16]) a -
0.92 V. Este ultimo valor de potencial (-0.92 V) é similar ao obtido para a SAM de CS,
preparada nas mesmas condi¢des (figura 3.6a). Constata-se assim que SAMs de
diaquilditiocarbamatos, com diferentes comprimentos de cadeias, adsorvidos em ouro
podem ter organizacGes diferentes sobre a superficie do elétrodo e por esse motivo
exibem picos catddicos a diferentes potenciais [17, 21]. Estes resultados podem indicar
gue a estrutura de ressonancia S2-C-N ndo serd o Unico fator a influenciar a
estabilidade das monocamadas formadas em ouro (relativamente a ligacdo CS,), uma
vez que as interacOes m-nt das cadeias alifaticas ou aromaticas entre os adsorbatos

poderdo influenciar a estabilidade de uma monocamada auto-montada. O resultado
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eletroquimico da desadsorcdo da monocamada de CS,/hexilmetilamina mostrou dois
picos de redugdao, um mais negativo em -0.88 V e outro a — 0.80 V que coincidem com
os observados para a SAM de hexilmetilditiocarbamato de Zn representado na figura
3.7a. Na figura 3.7b e ¢, sdo mostrados os voltamogramas ciclicos das desadsor¢ées
redutivas dos elétrodos modificados com CS,/epinefrina e CS,/triptofano, preparadas
em etanol, na presenca ou auséncia de AuNPs. Observou-se que em todos os
voltamogramas ciclicos aparece um pico catédico predominante com os potenciais
ligeiramente desviados para potenciais mais positivos (tabela 3.2), ou seja, préoximos
dos valores de potencial observado para o dibutilditiocarbamato mas mais negativo
que dietilditiocarbamato. Este comportamento sugere, de acordo com estudos
anteriores [17] que a aromaticidade das moléculas deverd ser responsdvel pela

estabilizacdo da monocamada através das interagdes 1 entre as moléculas adjacentes.
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Figura 3.7 — Voltamogramas ciclicos em 0.1M NaOH, a v = 20 mV s dos elétrodos
modificados com, a) SAM de dietilditiocarbamato de Na, hexilmetilditiocarbamato de

Zn e dibutilditiocarbamato de Cd, preparadas em etanol; b) CS, e hexilmetilamina, em
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etanol, c) CS,/epinefrina, na presenca e auséncia de AuNPs, preparados em etanol;
CS,/triptofano, com e sem AuNPs, em etanol; d) AuNPs/CS,/triptofano, agua;
CS,/triptofano, agua.

A presenca das AuNPs originou um aumento da densidade de corrente do pico
e através da carga envolvida no processo de reducdo foi possivel determinar a
quantidade de atomos de enxofre que se desadsorveram neste processo. Na tabela 3.2
encontram-se descritas as quantidades de atomos de enxofre adsorvidas. O nimero de
eletrées envolvido na desadsor¢do de uma molécula de CS, e de ditiocarbamato
deverd ser préximo de 1. Foi reportado por Peter Morf e seus colaboradores [21] que a
reacao de desadsorg¢do dos ditiocarbamatos em ouro devera ser proximo de % eletrdao
por atomo de enxofre (valor estimado por XPS), propondo a reacdo seguinte,

AuS,CNR,+ e- = Au(0) + -S,CNR;
Nos elétrodos modificados na presenca de AuNPs, foi também considerada a

transferéncia de 1 eletrdo por molécula de CS,/DTC ligada diretamente ao Au (111).

Tabela 3.2 — Valores dos potenciais de reducdo e cobertura de superficie obtidos a

partir dos voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados na figura 3.6 e 3.7.

ici (o) CS. AuNPs/CS
Sup(ier.‘fme cs, bTC €S, /AuNPs . 2/‘ . 274 AUNPSIFSZI : /CS,/
modificada epinefrina triptofano epinefrina triptofano
orgdnico
orgdnico  aquoso orgdnico  aquoso orgdnico orgdnico  aquoso orgdnico orgdnico aquoso
dietil hexilmetil dibutil
d -0.74 -0.79 -0.88 -0.84
EpIre /v -0.92 -0.97 -0.90 -0.90 -0.88 -0.96 -0.90 -0.90 -0.87
-0.95 -0.92 -0.98 -0.97
red
r 4.0 1.4 8.7 1.2
(% 10'10)/ 8.6 1.4 8.8 6.4 10.4 3.5 10.7 14.7 12.7
. 2.3 3.5 3.5 1.0
(molcm?)

: Assumindo 1e por molécula CS, ou DTC;

Confrontando os valores de coberturas superficiais obtidos para os compostos
eletroativos, epinefrina e triptofano, com os valores da quantidade de atomos enxofre
desadsorvidos pode-se constatar que, i) em solucdo organica, o aumento da
guantidade de moléculas de triptofano devido a presenca de AuNPs (tabela 3.1), esta
em concordancia com o aumento da cobertura de enxofre (26 %, tabela 3.2) e nos

elétrodos modificados com a epinefrina e AuNPs, o aumento da concentracdo
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superficial de atomos de enxofre é consideravelmente mais pequena (22 %) que obtida
durante a conversao redox da epinefrina, sugerindo que a grande parte das moléculas
de epinefrina estardo adsorvidas a superficie das AuNPs (tabela 3.1); ii) em solucdes
aquosas, a quantidade de atomos de enxofre no elétrodo modificado com
CS,/triptofano/AuNPs aumenta significativamente (~ 60 %), comparativamente ao
elétrodo modificado com CS,/triptofano, estando em concordancia com a quantidade
de moléculas de triptofano estimado (figura 3.6 d, tabela 3.1).

Estes resultados demonstram que, se o numero de atomos de enxofre
aumentou na presenca de NPs, considerando que apenas um S do CS, esta ligado ao
ouro, a quantidade de atomos de enxofre detetada diz respeito ndo sé aos atomos
ligados diretamente ligados ao Au (111) mas também a alguns ligados as AuNPs nas
imediacdes do elétrodo.

Com o objetivo de confirmar a presenca dos compostos adsorvidos na
superficie de ouro foram realizadas andlises de XPS aos elétrodos modificados
AuNPs/CS,, CS,/Epinefrina e AuNPs/CS,/Epinefrina, que possibilitou a detecdo das
bandas de ioniza¢do dos elementos quimicos dos compostos adsorvidos no ouro.

A figura 3.8 mostra a banda de energia de ionizagdo S2p. A banda de ioniza¢do
S2p nos elétrodos CS,/epinefrina e CS, /AuNPs/ epinefrina ostenta a ligacdo tipica
metal-enxofre, e pode ser desdobrada em dois dubletos S2ps3/, e S2p;/, com energia de
ligacdo (BE) de 162.7 eV para S2ps3, e 164 eV para S2p;,. Os valores de BE
apresentados estdo de acordo com a literatura para a formacdo in situ de
ditiocarbamatos em ouro [13, 21], no entanto estdo ligeiramente superiores aos
descritos para SAMs de ditiocarbamatos puros (S2ps;; = 162 eV [21]) e um pouco
inferiores aos encontrados para tidis ou dissulfuretos livres (= 163.7 eV [38, 39]). Da
mesma forma que foi reportado para estruturas 2D e 3D (com nanoparticulas) para
SAMs de alcanotidis de cadeia curta [40], a BE S2p é similar nos elétrodos modificados
na presenca ou ndao de AuNPs. O espetro de XPS para o elétrodo modificado apenas
com AuNPs e CS, (figura 3.8a) também revela a ligacdo ouro-enxofre com uma energia
de ligagdo para S2ps/; de 162.2 eV [41]. E de salientar que n3o foram detetados outras
espécies de enxofre ou de azoto nestas amostras. Em contraste, as amostras contendo

epinefrina exibem bandas de ionizacdo N1s com BE de~ 400.9 eV [42]. Todas as
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amostras exibiram a banda C1s com BE ~ 285.9 eV [42]. Ambos os valores de BE da N1s
e Cls estdo proximos dos reportados para uma ligacao C=N, devera ser proveniente
dos ditiocarbamatos [13, 21, 42]. Devido a baixa quantidade dos compostos adsorvidos
nos elétrodos, ndo foi possivel identificar com maior precisdo as energias de ligacao
atribuidas a ligacdo Au-S,C-N de um DTC e a ligagdo Au-S,C do CS, numa mesma
amostra, nem a distincdo da ligacdo NP-S-C-S-Au (111), presente nos elétrodos
modificados na presenca de NPs. Ndo obstante, a informag¢do qualitativa fornecida
pelas energias de ligagdo confirmam uma ligagdo forte, com um carater covalente,

entre os atomos de enxofre e a superficie de ouro em todas as amostras estudadas.
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Figure 3.8 — Espetros de XPS das bandas de energias de ionizacdo S2p, Cls, N1s dos
compostos imobilizados nos elétrodos com CS,, epinefrina, na presenga ou auséncia de

AuNPs.
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Apds a confirmacdo da reacdo em meio organico e aquoso com as AuNPs de 20
nm, empregou-se a metodologia as AuNPs de ~ 5 nm e PtNPs de ~ 3 nm. Nestes
ensaios eletroquimicos, estudou-se o comportamento redox dos elétrodos
modificados com a epinefrina e o triptofano, preparados em meio organico e aquoso
no caso da epinefrina (na presenca de AuNPs de 5 nm e PtNPs de 3 nm) e apenas em
tampao fosfato pH 7.4 nos elétrodos modificados com as PtNPs e o triptofano. Estes
estudos foram complementados com a caracterizagdao da morfologia das superficies
preparadas.

Na figura 3.9a e b encontram-se os voltamogramas ciclicos obtidos para os
elétrodos modificados com epinefrina (preparados em etanol e tampao fosfato pH 7.4,
respetivamente), observando os processos redox da epinefrina juntamente a um
aumento da densidade de corrente devido a presenca das nanoparticulas,
independentemente da natureza da nanoparticula. Este tipo de comportamento é o
esperado para a epinefrina [17], mostrando, mais uma vez, que a transferéncia dos 2
eletrdes é precedida por uma protonacdo com o mesmo numero de protdes
envolvidos no mecanismo de oxidagdo epinefrina. Por sua vez, na figura 3.9c e d é
visualizado o comportamento eletroquimico esperado para o aminoacido estudado,
tanto em meio organico como aquoso, verificando-se novamente a resposta
assimétrica do aminodacido estudado, com a particularidade de, o valor absoluto de

corrente para o pico da oxidagdao é muito maior do que o da reagao de reducgao.
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Figura 3.9 — Voltamogramas ciclicos do ouro modificado, com CS,/epinefrina e
CS,/triptofano, na presenca e auséncia de Au e Pt NPs (5 e 3 nm): a) e b) em etanol; c)
e d) em solugdes aquosas (tampao fosfato, pH 7.4), respetivamente; 0.1 M H,SOy4, v =
50 mV s representacdo grafica de j versus v apenas para as superficies modificadas

com PtNPs (3 nm).

Os valores de cobertura superficial (processo de oxidacdo) e os parametros
eletroquimicos (Ei;, e AEp) dos processos redox dos voltamogramas ciclicos
representados na figura 3.9 encontram-se na tabela 3.3. Os resultados obtidos para os
elétrodos modificados com epinefrina e Au e Pt NPs, preparados em meio organico e
aquoso, (figura 3.9a e b, respetivamente) demonstram que os Ei; e AE, observados
sdao semelhantes aos determinados nas superficies modificadas com AuNPs de 20 nm
(figura 3.3), atribuidos a conversdo das formas, hidroquinona/quinona, da epinefrina
(figura 3.2). Nos ensaios eletroquimicos das superficies funcionalizadas com triptofano,

na presenca apenas de PtNPs, observou-se, que a reacao de oxidacao do aminoacido
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ocorreu em maior extensdo do que a reducdo, como anteriormente verificado [17].
Através da determinacdo da cobertura superficial de elétrodos modificados,
constatou-se que a quantidade imobilizada de cada composto é superior nos elétrodos
modificados devido a presen¢a de nanoparticulas, comparativamente aos elétrodos
modificados na auséncia das NPs. Os resultados obtidos pelas Au e Pt NPs, tanto em
meio organico como aquoso, quer com a epinefrina ou triptofano sdao bastante
similares, corroborando as conclusdes retiradas anteriormente, tanto sobre a
estabilidade da ligagdo ditiocarbamato as nanoparticulas (comprovada pela resposta
linear entre a densidade de corrente dos picos dos processos redox e a velocidade de
varrimento), como sobre o papel fundamental do CS, na adsorcao de nanoparticulas,
especialmente em meio organico, demonstrando a aplicabilidade desta metodologia a

outros tipos (natureza, tamanho) das nanoparticulas.

Tabela 3.3 - Valores de Ei;, AE, e cobertura superficial obtidos a partir dos

voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados exibidos na figura 3.9.

I'ox ( x1019) / (mol/

Superficie modificada Solvente E,p/V AE,/V cm3?)
Etanol 0.53 0.02 1.3
AuNPs
PBS 0.52 0.05 0.7
CS,/epinefrina
Etanol 0.52 0.05 4.0
PtNPs
PBS 0.52 0.05 2.0
Etanol 0.43 0.14 0.8
CS,/triptofano  PtNPs
PBS 0.52 0.16 0.3

A caraterizacdo morfoldgica dos elétrodos modificados foi realizada por
microscopia de forca atémica (AFM) pois esta técnica permite comprovar com clareza
a presenca de nanoestruturas e avaliar a sua distribuicdo na superficie do elétrodo.

Na figura 3.10a é possivel observar os terracos monoatdmicos tipicos do Au

(111) juntamente com nanoparticulas, possivelmente modificadas com CS,/epinefrina,
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com diametros médios de 34 £+ 7 nm. Na figura 3.9b e ¢ os diametros médios
estimados para as AuNPs funcionalizadas com triptofano, preparadas em meio
organico e aquoso, sdo de 33 + 6 e 30 + 8 nm, respetivamente. Este aumento do
diametro das AuNPs, relativamente as AuNPs/citrato puras (22 + 6 nm figura 3.10a),

corrobora a modificacdo das AuNPs apds o processo de incubacdo dos respetivos

compostos.

46 nm 31 nm
12
9  37nm 8 35nm %2 nm s
E s £ J\\ £
o A/\/\’ o
3
0 - 0 0 - -
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
18 nm 18 nm 18

Counts
Counts
Counts
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Figura 3.10 — Imagens de AFM (750 x 750 nm?) dos elétrodos modificados com a)
AuNPs/ CS,/epinefrina, etanol, z = 20 nm; b) AuNPs/CS,/triptofano, etanol, z = 20 nm,
e c) AuNPs/ CS,/triptofano, agua, z = 42 nm; Para cada imagem é apresentado um

perfil e a distribuicdo de tamanho de particula correspondente.
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A morfologia dos elétrodos de ouro modificados através da reacdao entre CS,,
PtNPs (3 nm), epinefrina e triptofano preparados em meio organico e aquoso, foi
também analisada por AFM. As imagens da figura 3.11 mostram a presenca de
nanoparticulas na superficie de ouro e também de pequenos aglomerados, com
tamanhos médios que variam entre 15 e 25 nm. Estes valores sao ligeiramente
elevados aos esperados para nanoparticulas de 3 nm modificadas por moléculas com ~
2 nm (tamanho aproximado da epinferina determinado por Chemsketch), no entanto
este valor devera estar afetado pela limitagdo da resolugdo lateral das pontas de AFM
com cerca de 10-15 nm de didmetros, o que podera influenciar a medicdo de particulas
com apenas alguns diametros de tamanho [43].

E de salientar que, comparativamente aos elétrodos modificados na presenca
de AuNPs de 20 nm, o numero de particulas aumentou significativamente, no entanto
a quantidade de composto (epinefrina e triptofano) imobilizada poderd ser inferior,
tendo em conta os resultados eletroquimicos obtidos (valores absolutos de densidade

de corrente dos processos redox e cobertura superficial).
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Figura 3.11 — Imagens de AFM (750 x 750 nm?) dos elétrodos modificados, na presenca
de PtNPs, preparados em etanol ou tampdo fosfato (pH 7.4), respetivamente:
CS,/epinefrina (A e B), CS,/triptofano (C e D). Para cada imagem ¢é apresentado um
histograma com a distribuicdo de tamanho de particula e o didmetro médio

determinado.

E possivel visualizar nas imagens de AFM dos elétrodos modificados (figura 3.10
e 3.11) alguns espacos onde ndo estdo ligadas NPs. Considerando a espontaneidade da
metodologia empregue, supde-se que estas zonas deverdo corresponder a moléculas
de CS, ou de ditiocarbamatos que ndo reagiram com as NPs. O motivo pelo qual
algumas moléculas de CS,, que se ligaram demasiado rapido ao elétrodo, ndo terem
reagido com os grupos amina podera ser explicado, em parte, pelo fato de o CS,
quando adsorvido diretamente na superficie do ouro nao reagir, posteriormente, com
os compostos eletroativos estudados. Presume-se que, devido a estrutura de
ressonancia formada na presenca do elétrodo de ouro, pelo CS,, os atomos de carbono
deverdo ficar com excesso de carga negativa devido ao deslocamento de um par de

eletrbes, livre, de ambos os dtomos de enxofre, logo a ligacdo das aminas ndo ird
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ocorrer na mesma extensdo que se ambos os compostos reagirem simultaneamente

na presenca do ouro.

A caraterizagdao das nanoparticulas metalicas (Au e Pt NPs) utilizadas neste
trabalho (sintetizadas pelo método Turkevich e de Solla-Gullén, capitulo 2, secgdo 2.2.)
foi inicialmente realizada por microscopia de transmissdao eletronica (TEM). Foi
possivel verificar, pelos histogramas da distribuicdo de tamanho que, o didmetro
médio das nanoparticulas estd de acordo com o esperado, tendo em conta o método

de sintese utilizado para obter cada amostra.
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Figura 3.12 - Imagens das suspensdes coloidais de nanoparticulas metalicas utilizadas
neste trabalho, preparadas pelos métodos de Solla-Gulléon (T,mp) € de Turkevich

(100°C).

As suspensdes coloidais de AuNPs de 20 nm antes e apds a formacdo de
ditiocarbamatos foram também caraterizadas por AFM e por espetroscopia de UV-
visivel. Na figura 3.13 exibem-se as imagens obtidas, os perfis topograficos e os
histogramas da distribuicdo de tamanhos das AuNPs. A partir destes resultados foi
possivel determinar que o diametro médio das AuNPs é de, aproximadamente, 22 nm.

Observou-se que as AuNPs em contato com o CS, apresentam uma propensdo para
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formar pequenos agregados (~ 35 nm) (figura 3.12b). Contudo, na presenca de
composto contendo aminas, esta agregacdo foi minimizada, podendo visualizar-se
nanoparticulas de maior tamanho, (55 %#13 nm e 60 * 12nm) que deverao
corresponder as AuNPs funcionalizadas com CS, e epinefrina ou triptofano,
respetivamente. Adicionalmente verificou-se que os diametros médios das AuNPs
funcionalizadas ligadas a superficie do ouro (figura 3.10) sdo mais pequenos do que
aqueles obtidos quando a reacdo ocorre em suspensdo coloidal (figura 3.13), na
auséncia do elétrodo de Au (111) planar, mas maiores em comparagdao com 0S
diametros de AuNPs puras. Este facto pode ser explicado pela rapida interacdo das
AuNPs, CS, e epinefrina ou triptofano, e consequente adsor¢do a superficie do

elétrodo evitando a agregacdo de AuNPs.
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Figura 3.13 — Imagens topograficas obtidas por AFM (750 x 750 nm?, z = 15 nm) da
superficie de mica apds deposicdo de uma gota das suspensdes coloidais de a) AuNPs
puras, b) AuNPs/CS,, c) AuNPs/ CS,/epinefrina, d) AuNPs/CS,/triptofano, preparadas
em meio organico. Para cada imagem é apresentado um perfil e a distribuicdo de

tamanho de particula correspondente.
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O espetro de UV-vis das AuNPs, com didmetro médio de 20 nm, em suspensao
coloidal exibe a banda carateristica deste tipo de nanomateriais a 522 nm (figura 3.10)
[27], que estad de acordo com o reportado para AuNPs com um diametro aproximado
de 20 nm [26-28], corroborando os tamanhos médios observados nas imagens de
AFM. Através dos espetros obtidos (figura 3.11), foi possivel seguir a banda de
ressonancia do plasmao de superficie das AuNPs, onde se verificou a modificacdo
desta e a possivel formagcdao de agregados, pelo desvio desta mesma banda para
valores mais positivos. Os espectros obtidos para as suspensdes coloidais das AuNPs
modificadas exibem a banda entre os comprimentos de onda de 524 e 530 nm como
esperado para as AuNPs com tamanhos entre 35 — 68 nm [44]. No espetro das AuNPs
modificadas com CS; e epinefrina (fig 3.14) é de salientar o aparecimento de um banda
a 650 nm, devera ser atribuida a presenca de agregados de AuNPs na suspensdo na
coloidal. Este facto poderad ter sido causado pela presenca do CS; que pode promover a
ligacdo de duas NPs através dos 2 atomos de enxofre, originado um conjunto de
nanoparticulas (agregados) de maiores dimensdes.
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Figura 3.14 - Espetros de UV-visivel das AuNPs (~ 20 nm) antes e apds a rea¢do com
CS,, CS, e epinefrina, CS; e triptofano e CS; e glucose oxidase, em suspensado coloidal,
preparadas em meio aquoso.

Estes resultados possibilitaram demonstrar que tanto a epinefrina como o
triptofano podem ser imobilizados, num sé passo, com eficécia, na presenca de AuNPs,
em elétrodos de ouro planos, através da formacdao de grupos ditiocarbamatos. A
adicdo de nanoparticulas revelou-se particularmente importante para aumentar a
cobertura dos compostos eletroativos, especialmente do aminodcido nos elétrodos
preparados em meios aquosos, tal como foi confirmado pelos estudos redox e também
através da quantidade total de atomos de enxofre desadsorvidos electroquimicamente
da superficie do elétrodo. A caracterizacdo morfoldgicas dos elétrodos suportam ainda
as conclusdes mencionadas anteriormente, refor¢ando a versatilidade e o sucesso da
metodologia em meio aquoso para poder ser usada com outras nanoparticulas (em
particular, de metais ndo-nobres) e com compostos biolégicos. Deste modo, testou-se
a imobilizacdo da glucose oxidase utilizando este procedimento de um sdé passo,

avaliando-se a atividade catalitica do enzima apds a sua imobilizacdo no elétrodo.

3.1.2 Atividade catalitica da Glucose Oxidase

A glucose oxidase (GOx) possui um centro redox, o dinucledtido de flavina-
adenina (FAD), que catalisa a oxidacdo da glucose a gluconolactona e tem sido
extensamente estudada para monitorizar os niveis de glucose em diabéticos. Este
enzima, possui, naturalmente, um grande numero de aminodcidos, com aminas
primdrias e secundarias, que podem ser imobilizadas através desta reacao com o CS,,
pela formacao in situ de ditiocarbamatos, na presenca de AuNPs. A metodologia de
imobilizacdo envolveu a reacdo, num sé passo, entre o CS, (1 mM), AuNPs (4 nM) e
Glucose Oxidase (1 mg/ml), em meio aquoso e é ilustrada na figura 3.1.

A atividade catalitica do enzima foi estudada electroquimicamente através de
trés reacdes diferentes: i) reducdo do H,0, formado, ii) oxidacdo do mediador redox
gue se reduziu para regenerar o enzima apos oxidacdo do substrato e iii) reacdo de

transferéncia eletrénica direta entre o centro ativo do enzima e o elétrodo. No

94



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a construcdo de biossensores

primeiro caso, a reacdo enzimatica estudada, na presenca de O, [45], permitiu detetar
por voltametria ciclica a presenca de H,O, formado durante a reacdo enzimatica,

conforme as seguintes equac¢des (13-15) e o esquema ilustrado na figura 3.15.

GOx(FAD) + Glucose — GOx (FADH,) + Gluconolactona (eq. 13)

GOXx(FADH,) + 0, —> GOx(FAD) + H,0, (eq. 14)
H,0,+2H"+2e — 2 H,0 (eq. 15)

H,0, GOx _(FAD) Glucose
u 2e° H,0 O, GOx (FADH,) Gluconolactona

Figura 3.15 — Esquema representativo da reacdo da atividade enzimatica da GOx na
presenca de O,

A figura 3.16 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para o elétrodo
modificado com CS,/AuNPs/GOx, em solu¢do tampao fosfato saturada com O, e na
presenca de diversas concentracdes de glucose (entre 0.5 e 35 mM). Foi possivel

red . . 0.55 V), com o aumento da

observar um aumento do pico catddico (E,
concentracdo de glucose no eletrdlito, atribuido a reducdo do H,0,. Na figura 3.16 é
observada uma relacdo linear entre a concentracdo de glucose (de 0.5 a 31 mM) e o
aumento da densidade de corrente do pico de redugdo do H,0,, indicando que a GOx
imobilizada, depois de ter oxidado a glucose, reagiu com o O,, produzindo quantidade
suficiente de H,0, para este ser detetado electroquimicamente. Este processo
catédico foi também detetado a valores préoximos aos observados nos voltamogramas
ciclicos da figura 3.16 em superficies modificadas com nanoparticulas de Ag e GOx [45,
46] e em elétrodos de carbono mas com outro enzima imobilizado, a HRP [47].

Na auséncia de GOx, para as concentracdes de glucose de 1 e 35 mM, este
processo de reducdo ndo é detetado (figura 3.16b), demostrando-se que a GOx se

encontra biologicamente ativa apds a etapa de imobilizacdo na superficie de ouro, na

presenca de CS; e de AuNPs.
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Figura 3.16 — Voltamogramas ciclicos de Au modificado com a) AuNPs/ CS,/ GOx apds
adicdes sucessivas de Glucose; b) AuNPs/ CS,/ GOx e AuNPs/CS,, com 1 e 35 mM de

glucose. Todos os ensaios foram registados a 50 mV st em solucdo de PB (pH 7.4).

De forma a estudar com maior precisdo a resposta catalitica da superficie
modificada com CS,/AuNPs/GOx, recorreu-se ao uso de um mediador redox, de forma
a facilitar e mediar a transferéncia eletrénica do par redox FAD/FADH, e o elétrodo.

As equaclOes (16-18) descrevem o processo que ocorre numa superficie
modificada com GOx, na presenca de um mediador de transferéncia eletrénica [17, 48-
50]. Neste trabalho foram utilizados dois mediadores redox, o 4&cido
ferrocenomonocarboxilico (FMCA) e o acido ferrocenodicarboxilico (FDCA).
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Os derivados de ferroceno sdo dos compostos mais utilizados na mediacdo da
reacdo enzimatica entre a GOx e o substrato glucose [51, 52], visto que este tipo de
compostos obedece aos principais requisitos que um mediador redox tem que possuir,
tais como, reagir rapidamente com o enzima reduzido; apresentar uma cinética
heterogénea reversivel; ser independente do pH; ser estavel nas suas formas oxidadas
e reduzidas estaveis.

A GOx(FAD) oxida a glucose, formando a gluconolactona e posteriormente, a
GOx(FADH,;) vai reagir com o ferroceno oxidado, reduzindo este, e oxidando-se (figura
3.17). O potencial a que ocorre este processo é o potencial correspondente a oxidacao

do ferroceno, pois este sé reage com a GOx reduzida quando esta no estado oxidado.

GOx(FAD) + Glucose - GOx(FADH;) + Gluconolactona (eq. 16)
GOx(FADH,) + 2 Mediador® > GOx(FAD) + 2 Mediador + 2H* (eq. 17)
2 Mediador=> 2 Mediador” + 2e” (eq. 18)
Med
GOx (FAD) Glucose
(Red) .
' zf'}f;f
¥ “z”)tg
V2 ")éﬁé;f\fkug
e
J e ™ Med GOX (FADH,) Gluconolactona

(0X)

Figura 3.17 - Esquema representativo da reagdo da atividade enzimatica da GOx na

presen¢a de um mediador redox

Na figura 3.18 encontram-se o0s voltamogramas ciclicos da resposta
eletroquimica dos elétrodos modificados com CS,;, CS,/GOx, CS,/AuNPs e
CS3/AuNPs/GOx em solucdo tampao fosfato (pH 7.4) contendo 0.1 mM FDCA, a uma
concentracao fixa de glucose (0.5 mM). O voltamagrama ciclico obtido para o elétrodo
modificado com o CS, exibe um processo redox reversivel com E;/,= 0.40 V e AE,= 0.07
V, a uma velocidade de varrimento de 5 mVs™, atribuido & oxidacdo e reducdo do

FDCA. Na presenca de AuNPs, a densidade de corrente aumenta, devido ao aumento
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da area superficial do elétrodo que esta disponivel para oxidar e reduzir o mediador. A
corrente de oxidagdo da resposta catalitica do elétrodo com CS,/GOx aumenta
significativamente, contudo o maior aumento de sinal é observado no elétrodo
modificado na presenga das AuNPs. Este aumento do pico anddico do ferroceno é
consequéncia reac¢do enzimatica da GOx com a glucose, demonstrando o sucesso desta
metodologia na imobilizagdo da GOX e na preservacdao da atividade bioldgica do

enzima.
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E/V vs. SCE
Figura 3.18 - Voltamogramas ciclicos do Au modificado com, a) CS,/AuNPs/GOx, CS, e
CS,/AuNPs, a de 5 mV s, em solucdo de PBS (pH 7.4), contendo 0.1 mM FDCA, com
0.50 mM Glucose

Os voltamogramas ciclicos apresentados na figura 3.19 mostram a resposta
enzimatica da GOx imobilizada via CS, no elétrodo, na presenca de AuNPs, apds varias
adicdes de substrato. Observou-se o aumento da densidade de corrente do processo
de oxidacdo do FMCA até uma concentracdo de 50 mM de glucose (figura 3.19).
Nestes ensaios foi testado um mediador redox diferente do utilizado nos ensaios
anteriores, pois observou-se que a baixa solubilidade do FDCA em solucGes
tamponadas dificultava a obtencdo de resultados apés varias adicdes de glucose. O
pico anddico observado a 0.33 V é atribuido a reacdo de oxidacdo do ferroceno a
catido ferricinio, devido a oxidacdo enzimatica da glucose a gluconolactona,

aumentando linearmente (figura 3.19) com sucessivas adi¢cdes de glucose. A gama de
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a)

jlnA cm™

resposta do elétrodo modificado é entre 3 e 30 mM, obtendo-se a partir desta
concentracdo um patamar estavel de corrente que corresponde a saturacdo do
enzima. A representagao de Michaelis-Menten é exibida na figura 3.19b, permite a
determinagdo da sensibilidade do biossensor e da determinagao da constante de
Michaelis-Menten (Ky®*°), através da linearizagdo de Lineweaver-Burk (figura 3.19b).
Os valores de Ky e da sensibilidade s3o de 21 mM e 274 mA M* cm?

respetivamente.
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Figura 3.19 — a) Voltamogramas ciclicos do Au modificado com CS,/ AuNPs/GOx, a 5
mV s, em solucdo de PBS (pH 7.4), contendo 0.1 mM FMCA, ap6s sucessivas adigdes
de glucose (0-50 mM); b) Representacdo da curva de Michaelis-Menten, |j-jo| vs.
[glucose]; c) Representacdo grafica da Linearizacdo Lineweaver — Burk, 1/|j-jo| vs.

1/[glucosel;y = (1.190 + 0.030), + (0.053 + 0.002).

O valor de Ky*" é inferior ao reportado na literatura para a GOx em solucio,
33 mM [53] e consistente com os valores descritos para a GOx imobilizada por outros
métodos tais como, sol-gel [54] (22 mM), formacdo filmes de polipirrolo [55] (19 mM)
ou de Nafion (14.91 mM) [56]. A sensibilidade estimada a partir da representacdo de
Michaelis-Menten é significativamente superior a reportada para elétrodos de carbono
vitreo com GOx e nanoparticulas de NdPO,4 [3], ou polimeros condutores [57]. Estes
resultados demonstram que o processo de imobilizacdo do enzima ndo prejudicou a
sua atividade bioldgica, mantendo o seu centro ativo disponivel para catalisar a

glucose.
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Para efeitos comparativos, foram realizados ensaios cataliticos com o elétrodo
modificado com CS, e GOx na auséncia de nanoparticulas (figura 3.20), usando o FMCA
como mediador. Como se pode observar, as densidades de corrente sao
significativamente inferiores comparativamente as obtidas nos elétrodos modificados
na presenga de AuNPs, no entanto a densidade de corrente do pico de oxidagdao do
mediador aumenta com o aumento da quantidade de glucose em solugdo, indicando
gue a GOx permanece ativa na superficie do elétrodo e que catalisa o substrato até
ficar saturada. Os parametros analiticos determinados pela curva de Michaelis-Menten
representada na figura 3.20b forneceram informacdo sobre a gama linear a que o
biossensor responde, 3 a 30 mM com uma sensibilidade de 48 mA M?tem?, enquanto
a partir Linearizacdo Lineweaver — Burk exibida na figura 3.20c, determinou-se uma
Km®P do enzima imobilizado, que é de 21 mM. Como referenciado anteriormente, este
valor encontra-se da gama descrita na literatura para a GOx adsorvida nos elétrodos
[56, 58], no entanto é bastante préximo do estimado para o elétrodo modificado na
presenca de AuNPs. Este facto pode ser justificado pelo nivel de afinidade entre a GOx
e a glucose (enzima-substrato) ser similar para ambos os elétrodos, obtendo-se valores

KmPP proximos.
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Figura 3.20 — a) Voltamogramas ciclicos do Au modificado com CS,/GOx, a 5 mV 5'1, em

solucdo de PBS (pH 7.4), contendo 0.1 mM 4cido ferrocenomocarboxilico, apds

sucessivas adi¢cdes de glucose (0-40 mM); b) Representacdo da curva de Michaelis-

Menten, |j-jo| vs. [glucose]; c) Representacdo grafica da Linearizagdo Lineweaver —

Burk, 1/|j-jo| vs. 1/[glucose]; y = (6.361 + 0.280), + (0.310 + 0.164).
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Uma das principais vantagens da utilizacdo de AuNPs na modificacdo dos
elétrodos é ndo sé aumentar a area superficial do elétrodo mas também poder
facilitar, devido a sua estrutura eletrénica, a transferéncia eletrénica direta entre o
centro ativo do enzima e o elétrodo de ouro (eq. 19, figura 3.21). Contudo, esta reagao
de transferéncia eletrénica direta entre o centro ativo FAD e a superficie de ouro é
dificultada por diversos fatores, tais como, a orientagdo do enzima e do centro ativo
apos a sua imobilizacdo, distancia entre o centro ativo e o elétrodo, presenca de
mediadores “naturais” (0,) [51].

GOX(FAD) + 2e” +2H* <> GOx(FADH,) (eq. 19)

Figura 3.21 — Esquema representativo da transferéncia eletrdnica direta entre a GOx e

a superficie do elétrodo

Os voltamogramas ciclicos registados na auséncia de oxigénio estdo
representados na figura 3.22, foram obtidos em tampao fosfato salino (PBS pH 7.4). Os
processos detetados a -0.23 V e a -0.19 V, apesar de ndo serem muito notdrios a
velocidades mais baixas, deverdo ser atribuidos a reacdo redox do FAD/FADH, do
enzima [59]. Lo Gorton e seus colaboradores [60, 61] reportam diversos estudos onde
investigam os processos redox do FAD, descrevendo que os potenciais mais provaveis
de se verificar a reacdo redox a -0.21 V, em condi¢cbes de pH semelhantes.
Considerando que o FAD nao se encontra covalentemente ligado a GOx, este pode,
devido ao processo de adsorc¢do, libertar-se do enzima e ficar livre ou ligar-se a outro
local mais préximo do elétrodo. Desta forma poderd considerar-se que o FAD da GOx
poderad ter-se ligado, ou as AuNPs ou a superficie do elétrodo, facilitando a ocorréncia,

especialmente, da reacdo de reduc¢do a FADH, [60-62].
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Figura 3.22 - Voltamogramas ciclicos do Au modificado com CS, /AuNPs/GOx, a varias
velocidades de varrimentos (5-200 mV s™) em PB (pH 7.4) e a representacio grafica de

jp versusv.

Nos ensaios realizados nao auséncia de AuNPs (figura 3.23), nao foi detetado
este processo redox, corroborando que a presenca das nanoestruturas devera facilitar
a ocorréncia desta reacdo. A densidade de corrente de reducdo e oxidacdo aumenta
linearmente com a velocidade de varrimento (figura 3.22a) sugerindo que o processo
redox deverd ser um processo de superficie controlado por transferéncia de carga,
envolvendo a transferéncia de dois eletrdes, como é descrito na equacgao 7 e ilustrado

no esquema da figura 3.21.
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Figura 3.23 - Voltamogramas ciclicos do elétrodo modificado com, CS, /AuNPs/GOx em
solucdo tampao-fosfato PB (pH 7.4) e CS,/GOx, a 200 mVs ', em solucdo PB desarejada

com N,

A morfologia dos elétrodos modificados com CS,/AuNPs/GOx, obtidas por AFM,
sdo apresentadas na figura 3.24. Foi possivel observar que a superficie do Au (111)
esta coberta com um filme com glébulos com dimensdes de 40 £ 6 nm, que exibem um
grande contraste na imagem de fase. Estas estruturas podem ser atribuidas as AuNPs
biofuncionalizadas com CS,/GOx, considerando que na superficie modificada apenas
com CS,/GOx (figura 3.25) [17] estas ndo foram visiveis.

As figuras 3.26a e b foram obtidas apds a colocacdo de uma gota da suspensao
coloidal de AuNPs e GOx, com e sem CS,, numa superficie de mica. Foi possivel
constatar o aumento do didmetro das AuNPs modificadas na presenca de CS, e GOx,
relativamente as AuNPs puras (figura 3.13), apresentando formas bastante distintas.
Devido a larga distribuicdo de diametros das AuNPs modificadas com CS, e GOx,
representou-se o seu tamanho segundo uma distribuicdo bimodal Gaussiana, obtendo
0s maximos em 42 e 75 nm. E de notar que, na auséncia de CS,, as AuNPs apresentam
diametros similares aos verificados sem qualquer tipo de modificacdo (figura 3.26),
validando a importancia do CS, nesta reacdo de biofuncionalizacdo de superficies de

ouro.
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Figura 3.24 — Imagens de AFM de topografia e de fase dos eléctrodos modificados com
AuNPs/CS,/GOx, (750 x 750 nmz), com o perfil e a distribuicdo de tamanho de particula

correspondente.

Figura 3.25 — Imagens de AFM (750 x 750 nm?) de topografia e de fase das superficies

de ouro modificadas com CS,/GOx,.
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Figura 3.26 — Imagens de AFM (750 x 750 nm?) da superficie de mica ap6s a colocacdo
de uma gota das AuNPs modificadas com glucose oxidase (z = 15 nm) na presenca a) e
auséncia b) de CS,. Os perfis topograficos e os correspondentes histogramas da
distribuicdo sdo mostrados para cada imagem. O histograma da figura 3.21b foi

ajustado com base numa distribuicdo Gaussiana bimodal.

Nos espetros de UV-vis da figura 3.27 observaram-se desvios do comprimento
de onda da banda de ressonancia do plasmao de superficie das AuNPs (~ 20 nm),
localizada a ~ 520 nm, para valores de comprimento de onda ligeiramente maiores
(529 nm) e diminuicdo da intensidade da banda, ambos originados pelo aumento do
tamanho das AuNPs devido a adsor¢do dos compostos.

Em analogia ao discutido na sec¢ao 3.1.1, as AuNPs modificadas com CS, e GOx
e adsorvidas nos elétrodos de ouro apresentam didmetros menores e formas menos
irregulares do que os observados em mica, como mostrado na figura 3.24a, o que deve

ser uma consequéncia da rapida adsorcdo das AuNPs no Au (111).
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Figura 3.27 — Espetros de UV-visivel das AuNPs (~ 20 nm) antes e apds modificacdo

com CS,/GOx e apenas GOx, em suspensdo coloidal.

A imobilizagdo da GOx num sé passo via CS, e na presenca de AuNPs, e a
preservacao da sua atividade bioldgica foi comprovada pelos resultados obtidos por
voltametria ciclica, seguindo-se o aumento significativo da oxidacdo do mediador de
ferroceno e a reducdo de H,0, formado, com a adicdo de glucose. A caracterizacao
morfoldégica dos elétrodos modificados suporta a viabilidade desta metodologia
simples. A utilizagdo deste método simples e versatil tera certamente impacto na
preparacao de biossensores, relativamente aos métodos existentes, podendo ser
aplicado com outros enzimas e com outro tipo de nanomateriais, como é demonstrado

de seguida.

3.2 Nanoestruturas magnéticas de dxido de ferro

A investigacdo sobre a imobilizacdo de biomoléculas em superficies
semicondutoras de doxidos metalicos, tais como, nanoparticulas magnéticas, tem vindo
a aumentar, uma vez que estes nanomateriais, aliados as suas caracteristicas

superparamagnéticas, asseguram a preservac¢ado das propriedades de reconhecimento
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biolégico de enzimas em conjunto com uma amplificacdo do sinal eletroquimico [63-
66]. As nanoparticulas de Oxidos metdlicos apresentam uma excelente
biocompatibilidade, grande area superficial especifica e uma boa condutividade a
nanoescala, que permite uma ligacdo eficiente dos centros cataliticos das proteinas
[23, 67-69]. As nanoparticulas magnéticas, tais como Fes0; (magnetite) e y-Fe,03
(magemite), tém-se apresentado como uns dos candidatos mais promissores para o
desenvolvimento de biossensores [70-72]. Estas podem ser facilmente preparadas por
métodos de co-precipitacao dos ides de Fe (Ill) e Fe (II) em solugdes acidas ou basicas,
0 que ird conferir as nanoparticulas de magnetite propriedades hidrofilicas, com carga
positiva ou carga negativa, respetivamente [73]. O solvente e compostos de
revestimento sdo cuidadosamente escolhidos, de forma a evitar a agregacdao das
particulas e atestar a formac¢dao de nanoparticulas com tamanhos uniformes, e
permitindo a funcionalizacdo da superficie do éxido de ferro [74-77]. A qualidade da
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas é crucial para uma eficiente aplicacao
deste tipo de plataformas em dispositivos biomédicos [78].

A formacdo in situ de ditiocarbamatos (DTC) ja foi apresentada na seccdo
anterior como uma alternativa ao uso de monocamadas auto-montadas de alcanotidis
em ouro para imobilizar biomoléculas. A interacdo entre as espécies de enxofre e
Oxidos metalicos foi recentemente discutida [79], destacando-se a relagdo qualitativa
entre o hiato ético dos éxidos metdlicos e sua a reatividade perante o enxofre. Quanto
menor o hiato otico de um oxido de ferro (como é o caso de Fes0y,, cerca de 2.1) [80],
maior é a interacdo com radicais de enxofre, uma vez que é mais facil mover os
eletrbes de valéncia. Naturalmente, no caso dos oxidos com hiato ético semelhante,
existem outros fatores implicitos, tais como a morfologia, o nimero de centros
metalicos e a presenca e tipo de intersticios vazios de oxigénio, etc, que também
determinam a interacdao com o enxofre. A eficiente ligagdo de tidis a nanoparticulas de
oxido de ferro foi provada pelo revestimento formado pelo aminodcido cisteina nas
nanoparticulas de Fe304 [81].

Recentemente, foi também demonstrado que, a semelhanca das nanoparticulas
de ouro [18], o dissulfureto de carbono pode ser usado para ligar nanoparticulas de
oxido de ferro a um elétrodo de ouro. As superficies electrocataliticas foram testadas

com sucesso para a reacao de reducdo de oxigénio [82].

107



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a constru¢do de biossensores

Neste trabalho, é proposto o uso de nanoparticulas de 6xido de ferro e a
metodologia de um sé passo anteriormente apresentada para modificar quimicamente
superficies de ouro com agregados nanocataliticos de Lacase e Fe304. Esta reacdo
simples baseia-se, em primeiro lugar, na formacdo in situ de ditiocarbamatos, pela
reacdo entre grupos NH, e CS, que se ligardo a nanoparticulas de Fe304, € em segundo
lugar, sobre as moléculas de CS, livres que ligam as nanoparticulas modificadas a
superficie. O esquema ilustrativo da metodologia de modificacdo de superficies de
ouro proposta neste trabalho é apresentado na figura 3.28. Moléculas pequenas
contendo grupos amina (epinefrina e a hexilmetilamina) foram utilizadas para
demonstrar o conceito da metodologia proposta, assim como o enzima Lacase é
utilizado visando a preparacdo de um biossensor sensivel a catdlise do ABTS.

O enzima Lacase é um oxidorredutase que contém quatro dtomos de cobre
classificados em T1, T2 e T3, capazes de catalisar a oxidacdo de orto e paradifendis,
polifendis, bem como de alguns ides inorganicos, em simultdneo com a reducdo de
oxigénio a d4gua [83]. Existem alguns estudos que relatam metodologias de
imobilizagao de compostos bioldgicos, na sua maioria utilizando a glucose oxidase, em
nanoparticulas de Fe304, por meio de, ligacdes de covalentes [66, 70, 84], deposicdo
camada-sob-camada [85] ou através de métodos de polimerizacdo [86]. Muito embora
jd existam alguns estudos sobre a atividade catalitica da Lacase adsorvida
covalentemente sobre a superficie das nanoparticulas magnéticas, a maioria destes
trabalhos utilizam nanopaticulas de Fes04; revestidas com SiO, [70, 86-88] e o
glutaraldeido é o agente de ligacdo mais usado. A formacao de filmes espontaneos de
polidopamina é outra das metodologias que tem sido utilizada para funcionalizar
nanoparticulas de Fes0; com biomoléculas [70, 72]. Na maior parte destes
procedimentos, os enzimas ligados as nanoparticulas sdo depositados por drop-casting
em elétrodos de carbono vitreo, avaliando-se electroquimicamente a sua atividade
catalitica.

A resposta catalitica da Lacase imobilizada nos elétrodos modificados neste
trabalho foi testada para a detecdo de 2,2' - azino -bis (acido 3 - etilbenzotiazolina - 6 -
sulfénico (ABTS). Considerando que o tamanho das nanoparticulas de magnetite
podem desempenhar um efeito direto no seu grau de oxida¢do e, por conseguinte,

e~ s . .. ~ 2
sobre a composicio quimica e a condutividade (razio entre Fe®'/Fe**) das
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nanoparticulas, investigou-se dois tamanhos de didmetro médio (20 e 40 nm) e

avaliou-se o seu desempenho eletroquimico.

Figura 3.28 - Esquema representativo da metodologia usada para a funcionalizacdo de

superficies de ouro com CS, (1 mM), FesO4NPs (3 mg/mL), Lacase (1mg/ml).

3.2.1 Caracterizacao morfoldgica e estrutural das nanoparticulas

de Fe;0,

Inicialmente, caraterizou-se as nanoparticulas em suspensao coloidal por duas
técnicas de microscopia, TEM e AFM. A figura 3.29 mostra as imagens obtidas por
ambas as técnicas das nanoparticulas de Fe3;04 preparadas em autoclave a 200°C
durante 3 e 24 h, com os correspondentes histogramas e perfis topograficos. Os
histogramas da distribuicdo de tamanho (A e B) exibem didmetros médios com 20 + 5
nm e 41 £ 9 nm, os quais sao perfeitamente coincidentes com os perfis tracados nas
imagens de AFM. Para simplificacdo, as amostras de FesO4NPs foram identificadas com

os valores de 20 e 40 nm.
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Figura 3.29 — Imagens das Fe304NPs preparadas em autoclave a 200°C durante 3 h (A)
e 24 h (B); linha superior: imagens de TEM e os correspondentes histogramas; linha
inferior: imagens de AFM (1.0 x 1.0 um?) das suspensdes aquosas das nanoparticulas
de FesO4NPs, apds colocacdo e secagem de uma gota numa superficie de mica e os

perfis topograficos correspondentes.

Os difratogramas obtidos por raios-X das amostras de Fe3O4NPs sdo
apresentados na figura 3.30. Todos os picos de difracdo foram atribuidos a estrutura
cubica da magnetite, confirmando a pureza de ambas as amostras. O pico intenso a
35.426° é conferido ao indice de Miller (311) do Fe304, como esperado para esta
superficie de oxido metalico [81, 82, 89]. Os parametros da célula unitaria foram
estimados para as nanoparticulas de 20 e 40 nm, a = 8.386(5) A e a= 8.394(3) A,
respetivamente e estdo de acordo com estudos anteriores [82, 89], confirmando a
dependéncia do parametro da célula unitdria com o tamanho médio da particula. A
amostra que foi aquecida a 200°C durante 24 h mostra um parametro de célula (a=
8.394(5) A) proximo ao da magnetite pura (em massa) (a= 8.396 A), o que estd
consistente com a presenca de uma superficie menos oxidada, esperada para

nanoparticulas de maiores dimensdes, devido a baixa razdo area/volume superficial.
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Figura 3.30 — Difratograma de raios-X das nanoparticulas de FesO4NPs sintetizadas com

tratamento térmico durante 3 e 24 h.

3.2.2 Formagao de ditiocarbamatos em suspensao coloidal

A amina secundaria, hexilmetilamina (HMA), foi usada para reagir com o CS; e
FesO4NPs (40 nm) para confirmar a funcionalizacdo das FesO4NPs em suspensdo
coloidal via formagao in situ de grupos ditiocarbamatos. A caracterizagao por UV-
visivel das suspensdes aquosas e coloidais da CS,, HMA, FesO4NPs (40 nm) e
CS,/Fe304NPs/HMA sdo apresentados na figura 3.31.

As nanoparticulas de Fes04 de 40 nm, em suspensdo coloidal, absorvem na
gama de comprimentos de onda estudados, como reportado anteriormente [82]. A
HMA exibe duas bandas de absorcao nesta regidao, uma mais intensa a 250 e uma mais
pequena a 288 nm (figura 3.31), enquanto as moléculas de CS, absorvem a um
comprimento de onda de, aproximadamente, 315 nm [19]], cuja intensidade é
conhecida por diminuir significativamente ao longo do tempo, na presenca de grupos
amina. As nanoparticulas modificadas, apds a reagdao com o CS,, e HMA, foram
exaustivamente lavadas, com o auxilio de um magnet, e re-suspendidas em tampao
fosfato. A presenca de bandas de absorc¢do tipicas para os ditiocarbamatos foram
detetadas no espectro das Fes04NPs modificadas (linha vermelha, figura 3.31), através
da visualizacdo das bandas de 255 e 281 nm, consistentes com o reportado em outros

estudos (260 e 290 nm) [15].
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Figura 3.31 — Espectros de UV-visivel para, CS,, HMA, FesO4NPs (40 nm) e
CS,/Fe304NPs/HMA; (as concentragdes dos compostos sdo: 0.25 mM de CS;, 0.50 mM

de HMA) em tampao fosfato.

3.2.3. Elétrodos modificados com compostos “modelo”

O estudo da reatividade entre o CS; e os grupos amina com formacao in situ de
grupos de ditiocarbamatos nas Fe304NPs foi efetuado usando uma molécula “modelo”,
a epinefrina, ja estudada na seccado 3.1 deste capitulo. A voltametria ciclica foi usada
para investigar a funcionalizacdo de elétrodos de ouro com as FesO4NPs modificadas.

Inicialmente e para provar a imobilizacdo das Fe3O4NPs através CS, investigou-
se a resposta eletroquimica, em condi¢des acidicas, dos elétrodos modificados com CS,
e FesO4NPs (40 nm). Os processos redox detetados (E,”* = 0.53 V e E,! = 0.41 V)
demonstraram ser estdveis numa gama de potencial apds varios ciclos, o que
corresponde a uma transferéncia eletronica que ndo é controlada por difusdo. A
dependéncia linear das correntes do pico anddico com a velocidade de varrimento é

mostrada na figura 3.32a. Para efeitos comparativos também foi registado o
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voltamograma ciclico correspondente a superficie de ouro modificada com CS, (na
auséncia de NPs). O processo é atribuido & convers3o eletroquimica do Fe"/Fe!" das
Fe3s04NPs, que apesar de ndo se encontrar bem documentada para nanoparticulas de
magnetite, é consistente com os valores dos potenciais registrados para magnetite
macica [90]. Adicionalmente, foi obtido um comportamento eletroquimico semelhante
(22 e 1092 ciclos) no elétrodo modificado com CS,/Fe3s04NPs (40 nm) em solugdo
tampdo fosfato (pH 7.4), observando-se um pequeno desvio dos potenciais para
valores mais positivo (0.47 e 0.39 V), como é possivel verificar no voltamograma ciclico
representado na figura 3.33. As superficies modificadas com nanoparticulas de
magnetite de 40 nm mostraram-se estaveis durante os ensaios eletroquimicos, apds o
varrimento de repetidos ciclos de potencial (102 ciclo é mostrado na figura 3.32) e
realizados em solugdo acidica, como também foi demostrado pela relagao linear obtida
entre as densidades de corrente e a velocidade de varrimento. Esta estabilidade
poderd ser devido a formacdo espontanea de um revestimento organico de moléculas
de CS, a superficie das nanoparticulas e a uma ligacdo estavel das nanoparticulas ao

elétrodo de ouro plano criada pelo CS,.
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Figura 3.32 — Voltamogramas ciclicos (22 e 102 ciclos) dos elétrodos modificados com
a) CS,/Fe304NPs (40 nm), em 0.1 M H,504, a 50 mVs™; j,™ versus v; b) CS,/Epinefrina
com e sem Fe304NPs, in 0.1 M H,SO4 e v =50 mV s, Os elétrodos modificados foram

preparados em solugdes aquosas.
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Na figura 3.32b sdo apresentados os estudos redox das superficies modificadas
na presenca de epinefrina com e sem Fe3O4NPs (20, 40 nm), preparados em meio
aquoso (tampdo fosfato pH 7.4). Verificou-se que na presenca de NPs, os picos de
oxidacdo e reducdo, atribuidos as formas redox da epinefrina, hidroquinona/quinona
[17, 18], apresentam um AE, ~ 0.03 V e um E/, desviado para valores mais negativos,
comparativamente ao elétrodo de Au (111) modificado, na auséncia de Fe3O4NPs (E1/;
= 0.58 V). Os valores de E;/; = 0.55 e E;/; = 0.51 V foram obtidos para as Fe304NPs de
20 e 40 nm, respetivamente, indicando que o processo de transferéncia eletrénica da
epinefrina, que esta adsorvida as NPs, foi facilitado, principalmente na presenca das
NPs maiores, que apresentam uma superficie menos oxidada, comparativamente as

NPs de menores dimensoes.

Au/CS /Fe, O ,NPs (40 nm); 2° ciclo

10+-=~= Au/CS/Fe, O ,NPs (40 nm); 10° ciclo
E 5 i
(@]
g_ R*=0.9971

e J
O | ,//./"‘
,,,."/
.
5 . . . 0 100 200
0.0 0.2 0.4 0.6 v/mVst

E/V vs. SCE

Figura 3.33 — Voltamogramas ciclicos (22 e 102 ciclos) das superficies de ouro
funcionalizadas com CS,/FesO4NPs (40 nm), preparadas em solu¢des aquosas de

tampao fosfato (pH 7.4) obtidas a 50 mV st representagdo grafica de j,”* versus v.

A velocidade de varrimento de 50 mVs™ utilizada para tracar os voltamogramas
ciclicos mostrados na figura 3.32b dos elétrodos modificados com nanoparticulas de
magnetite e epinefrina ndo permite distinguir entre os dois processos redox da
epinefrina e das FesO4NPs. No entanto, a velocidades de varrimentos inferiores
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(5 mv s'l), estes processos podem ser claramente detetados tanto em pH 1 como a
pH 7.4 (figura 3.34). Os processos redox das FesO4NPs foram designados como |, em
que a pH 1, E;; (I) = 040 V e a pH 7.4 é 0.31 V, enquanto os da conversdo
eletroquimica da epinefrina foram designados como Il, com E;, =0.56 e 0.16 V,apH 1
e 7, respetivamente. Enquanto os picos redox das FesO4NPs ndo alteram
significativamente o seu potencial com a alteracdo do pH, a resposta redox da
epinefrina muda drasticamente, como é esperado para uma transferéncia eletrdnica
de 2e e 2H" [17, 18]. Estes resultados corroboram a atribuicdo dos processos
eletroquimicos das FesO4NPs e da catecolamina, comprovando a presenca de ambos
os adsorbatos na superficie do elétrodo. A cobertura superficial da epinefrina foi
estimada com base na integracdo dos processos de oxidacdo (figura 3.32b),
considerando o envolvimento de 2 eletrdes na conversdao eletroquimica da
hidroquinona/quinona. A adi¢cdo das NPs na reagdo origina um aumento substancial da
quantidade de epinefrina adsorvida nos elétrodos de 1.5 x 10™° (sem NPs) para 2.5 x
10™° (NPs de 20 nm) e 2.7 x 10"*° (NPs de 40 nm) mol cm™, demonstrando a eficiéncia

da metodologia de um sé passo para imobilizar compostos amina.
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Figura 3.34 — Voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados com CS,, epinefrina e
FesO4NPs (20 nm) em a) 0.1 M H,SO4 (pH 1) e b) solucdo tampdo fosfato (pH 7.4),

registados a 5 mVs™.
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Foram realizados estudos de desadsorc¢ao redutiva do elétrodo modificado com
CS,/Fe304NPs, com o intuito de confirmar que as nanoparticulas estdo ligadas a
superficie de ouro plano, através dos datomos de enxofre do CS,. Os voltamogramas
ciclicos obtidos estdo representados na figura 3.35, onde foi possivel detetar dois picos
catédicos a -0.92 V e -0.77, os quais deverao indicar possivelmente a presenca de
diferentes ambientes de enxofre, de acordo com o anteriormente verificado no
sistema com AuNPs [18]. De acordo com Cohen e seus colaboradores [81], a adsor¢ao
de enxofre de nanoparticulas de éxido de ferro deverd ocorrer principalmente através

da ligag¢do quimica Fe-S .
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Figura 3.35 — Voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados com CS,/Fe30O4NPs (40

nm) preparados em solugdo aquosas (tampao fosfato, pH 7.4), registados a 20 mV st

em 0.1 M NaOH.

3.2.4. Atividade enzimatica de nanoconjugados de Lacase

Como referido anteriormente, a Lacase foi o enzima escolhido para a
imobilizacdo, juntamente com as Fe3sO4NPs, em superficies de ouro, uma vez que é

conhecida por catalisar compostos fendlicos e que as suas propriedades cataliticas
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podem ser significativamente aumentadas quando combinada com nanoparticulas

semicondutoras.

A andlise morfoldgica foi realizada por AFM aos elétrodos modificados com i)
CS,e FesO4NPs (40 nm) (figura 3.36), CS,, FesO4NPs (40 nm), Lacase e CS,/Lacase.
Através das imagens apresentadas na figura 3.36a, foi possivel distinguir
nanoparticulas individualizadas e diversos aglomerados a superficie do ouro. A
espontaneidade desta metodologia e o excesso de CS, presente durante a reagao de
modificacdo, além de permitir que se liguem nanoparticulas individuais ao Au (111),
podera promover a ligacdo entre nanoparticulas (cada dtomo de enxofre liga uma
nanoparticula) em suspensao, formando nanoagregados que se ligam também ao
elétrodo. A imagem do elétrodo modificado com CS,/Fe304NPs (40 nm)/Lacase exibida
na figura 3.36b, mostra uma superficie totalmente coberta com nanoestruturas
dispersas em duas populacdes com tamanhos distintos, uma entre 40 e 80 nm,
consistente com os conjuntos Fe3sO4NPs funcionalizadas adsorvidas ao outro, e outra
com dimensdes menores, até ca. 20 nm, atribuida as moléculas individuais de Lacase
ligadas pelo CS,, conforme proposto na representacdo esquematica da figura 3.28.
Para efeitos comparativos é apresentada uma imagem de AFM do elétrodo modificado
apenas com Lacase e CS; (figura 3.33c). Observou-se que a superficie do elétrodo esta
coberta com pequenas estruturas globulares (cerca de 14 a 20 nm), consistente com o
esperado por AFM para moléculas individuais de Lacase (tendo em conta os efeitos da
convulsdo da ponta utilizadas nas imagens de AFM, que podem ampliar ligeiramente o

diametro do enzima) [91].
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Figura 3.36 — Imagens (1.0 x 1.0 um?) obtidas por AFM da morfologia dos elétrodos

modificados com a) CS,/FesO4sNPs (40 nm), b) CS,/FesO4NPs (40 nm)/Lacase e c)

CS,/Lacase, com o correspondente perfil topografico em cada imagem.

De acordo com as equacgdes (20-23) descritas de seguida [92] e como ilustrado

no esquema da figura 3.37, a Lacase oxida o ABTS e recupera a sua forma oxidada

através da reacdo simultanea da reducdo de O, a H,0. O ABTS oxidado é reduzido na

superficie do elétrodo, sendo esta a reacdo eletroquimica estudada por voltametria

ciclica e cronoamperometria.

Lacc4Cu™ + 4ABTS? <> 4ABTS ~ + Lacc4aCu
Lacc4Cu" + 0, + 4H" <> 2 H,0 + Laccacu™
4ABTS ™ + 4e <> 4ABTS”

(eq. 20)
(eq. 21)
(ep. 22)
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4 ABTS"d

2H,0

Figura 3.37 — Representacdo esquematica da atividade catalitica da Lacase para a

detecdo de ABTS.

A atividade enzimatica da Lacase diretamente adsorvida no elétrodo ou
imobilizado pelo CS,, na presenca ou auséncia das FesO4NPs (20 e 40 nm) para detetar
o ABTS foi realizada em solugao tampao citrato-fosfato (pH 4.6). A este valor de pH, a
conversao redox de 0.5 mM ABTS em ouro foi detetada a E1/»= 0.46 V (AE, = 0.12 V),

como é observado no voltamograma ciclico exibido na figura 3.38.

304

15

j/ pA cm
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Figura 3.38 — Voltamograma ciclico de 0.5 mM de ABTS numa superficie de Au (111)

registado a 20 mV s}, em tamp3o citrato-fosfato pH 4.6.
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O papel fundamental do CS, no processo de imobilizacdo das nanoparticulas de
oxido de ferro e da Lacase foi comprovado pela resposta eletroquimica mostrada na
figura 3.39a. O elétrodo modificado com apenas FesO4NPs e Lacase nao exibiu
comportamento catalitico na presencga de 10 UM ABTS, indicando que o enzima nao se
encontra biologicamente ativo. Por outro lado, quando as NPs estdo ligadas ao ouro
pelo CS,, na auséncia de Lacase, foi possivel detetar ambos os processos redox do
ABTS, provavelmente devido a presenca das NPs de 40 nm, que levou a um aumento
da drea superficial e uma transferéncia eletrénica facilitada.

No elétrodo modificado com CS, e Lacase (figura 3.39b), observou atividade
catalitica da Lacase com o aumento da concentracdo de ABTS. Apesar dos baixos
valores de densidade de corrente baixos detetados nesta superficie, ndo foram visiveis
picos de oxidagdo. Estes valores aumentaram claramente quando as FesO4NPs (20 e 40
nm) foram adicionadas a reacdo de modificagdo do elétrodo (figura 3.39b e c,
respetivamente). A melhor resposta catalitica foi obtida na presenca das FesO4NPs de
40 nm, com uma sensibilidade de 88 mA M* cm? gue pode ser suportada pelo
aumento da transferéncia eletrdnica entre o enzima e o elétrodo, na presenca do

ABTS, proporcionada pela estrutura eletrénica da magnetite.
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Figura 3.39 — a) Voltamogramas ciclicos das superficies modificadas com a) FesO4NPs
(40 nm)/Lacase e CS,/Fe304NPs (40 nm) na presenca de 10 uM de ABTS; b) CS,/Lacase,
c) CS,/Fe304NPs (20 nm)/Lacase e d) CS,/Fe304NPs (40 nm)/Lacase. Na figura 3.39b, ce
d, os cronoamperogramas registados a diferentes concentracdes de ABTS foram

adicionados a solucdo. Todos os ensaios foram realizados em citrato-fosfato pH 4.6, a 5

-1
mV s

Para uma determinacdo mais precisa dos parametros analiticos da reacdo
catalitica do enzima, foram registados diversos cronoamperogramas, a 0.41 V, dos
elétrodos modificados com CS,/Fe304NPs (40 nm)/Lacase (figura 3.40a). Observou-se
na figura 3.40b um aumento em valor absoluto da densidade de corrente com ao
aumento da concentracdo de ABTS. A representacdo da curva de Michaelis-Menten
estd ilustrada na figura 3.40a, tem sido estimada uma sensibilidade de 100 mA M cm’
2. A partir da linearizacio de Lineweaver-Burk foi determinada a constante de

Michaelis-Menten, Ku®*®, de 62 pM. Este valor é compardvel com os valores
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reportados para a Lacase imobilizada com atividade catalitica (entre 15 e 90 uM) [93-
95] e aos da Lacase em solucdo [96] para a detecdo do ABTS. Estes resultados refletem
a bioafinidade entre o enzima imobilizado e o substrato.

Como é evidente, a partir da figura 3.40c, o enzima imobilizado nas FesO4NP de
40 nm exibiu o melhor comportamento catalitico, cerca de 70% superior ao observado

para o Au/CS,/Fe3O4NPs (20 nm)/Lacase (28 mA M? cm'z) com uma gama linear até a
15 pM.
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Figura 3.40 — a) Cronoamperogramas dos elétrodos com CS,/Fe304NPs (40 nm)/Lacase
obtidos a medida que a concentracdo de ABTS aumenta; b) Representacdo da curva de
|j-jo| versus [ABTS]; representacdo da Lineweaver—Burk (y = (12.996 + 0.2212), —
(0.210 £ 0.0376); c) representagdao grafica de |j-jo| versus [ABTS] dos
cronoamperogramas obtidos para os elétrodos modificados com CS,/Lacase,
CS,/Fe304NPs (20 nm) /Lacase e CS,/Fes04NPs (40 nm) /Lacase. Todos os ensaios foi

efetuados em solucdo tampao citrato-fosfato (pH 4.6), a um potencial de 0.41 V.
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Os resultados sdo totalmente consistentes com o melhor desempenho
eletrocatalitico verificado para a reagdo de reducdao de oxigénio exibido pelas
Fe3sO4NPs de 40 nm, quando comparado com as de 20 nm, reportado recentemente
[82].

Os resultados apresentados na figura 3.40c mostram inequivocamente, que o
elétrodo modificado na auséncia de nanoparticulas exibiu uma sensibilidade
significativamente inferior (11 mA M cm™), com a saturacdo da enzima a uma
concentragao de 11 uM de ABTS.

Outros autores revelaram valores de sensibilidade entre 35 e 75 mA M cm™
para superficies de platina ou grafite modificadas com Lacase [97, 98], também para o
ABTS. No entanto, se considerarmos que a Lacase Trametes versicolor usada neste
trabalho tem 0.92 U/mg, que é um valor bastante inferior ao da Laccase utilizada
noutros estudos cataliticos, a sensibilidade de 100 mA M cm™ obtida, empregando
esta metodologia de imobilizacdo de enzimas, foi bastante elevada.

Com este trabalho foi possivel demonstrar uma melhoria considerdvel no
desempenho catalitico dos elétrodos modificados com Lacase na presenca de
nanoparticulas de 6xido de ferro, especialmente para as nanoparticulas de magnetite
de 40 nm (maior grau de pureza). Foi ainda observado que, para uma superficie
modificada seguindo o0 mesmo procedimento de modificagdo envolvendo o CS,, Lacase
e nanoparticulas de ouro, que a presenca destas nanooestruturas nao favorecem
positivamente a atividade catalitica do enzima (figura 3.41), reforcando que as
propriedades particulares das FesO4NPs beneficiam a preservacao da bioatividade da

Lacase.
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Figura 3.41 - Voltamogramas ciclicos das superficies modificadas com CS,/Fe3O4NPs
(40 nm)/Lacase e CS,/AuNPs (20 nm)/Lacase, na presenca de 10 uM de ABTS na

solugdo de citrato-fosfato (pH 4.6), registados a 5 mV s ™.

Com o objetivo de estimar a cobertura superficial da Lacase imobilizada no
elétrodo de ouro, a resposta eletroquimica do elétrodo modificado com CS,/Fe30O4NPs
(40 nm)/Lacase em solucdo desarejada de citrato-fosfato a pH 4.6 (figura 3.42). Os
voltamogramas ciclicos foram registados a diferentes velocidades, de 5a 200 mV s™. A
velocidades de varrimento mais elevadas (100 mV s™), foi possivel observar dois picos
redox com Eq; = 0.26 V e AE, = 0.06 V. Estes valores estdo em concordancia com os
reportados para a transferéncia eletrénica direta de um dos centros ativos de Cu (cu"/
Cu') da Lacase (Trametes verisolor) a valores de pH semelhantes [99]. Foi ainda possivel
detetar outro processo redox (E1/, de ~ 0.50 AE, = 0.04 V), que devera estar associado
a presenca de FesO4NPs (figura 3.43).

A Lacase Trametes versicolor é classificada como um enzima de potencial alto,
em que um dos Cu (T1) é reduzido e oxidado a E;/; de ~0.54 V (0.78 V vs. NHE) [100].
No entanto, foi reportado que a transferéncia eletronica heterogénea de uma Lacase

de potencial alto (T. hirsuta) e a superficie do ouro ocorre a um potencial préximo de
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0.16 V (0.4 vs. NHE). Este processo redox foi atribuido a outro atomo de Cu (T2), o qual
foi comparado a valores obtido para Lacase de potencial alto e baixo que devera
corresponder a um mecanismo redox complexo envolvendo os centros trinucleares de
Cu (T2-T3) [100]. Deste modo, os processos redox detetados nos voltamogramas
ciclicos da figura 3.42 deverao corresponder a um processo redox semelhante.

A dependéncia linear entre j> e [ versus de varrimento exibida na figura 3.42
indicou que, primeiro, a transferéncia eletrénica é um processo de superficie
controlado por transferéncia de carga e, segundo, a estabilidade dos nanoconjugados

de Fe304/Lacase na superficie do elétrodo.
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Figura 3.42 — Voltamogramas ciclicos do elétrodo modificado com CS,/Fes04NPs (40
nm)/Laccase em solugdo tampdo citrato-fosfato (pH 4.6) medidos a diferentes

velocidades de varrimento, 5 — 200 mV st

A concentracdo superficial de Lacase no elétrodo modificado por CS, e
FesO4NPs (40 nm) foi estimada com base na integracdo dos processos de oxidacao
(figura 3.42 da Lacase, considerando que houve apenas a transferéncia de um eletrao
no centro de Cu T2. Foi estimado um valor de 2 x 10 mol cm’z, valor este

significativamente superior ao teoricamente determinado para uma monocamada de

126



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a construcdo de biossensores

enzima (4.3 x 102 mol cm™) [99] e ao reportado para a Lacase imobilizada numa

superficie de ouro modificada com uma SAM de um derivado de um alcanotiol [5] mas

consistente com o obtido para a Lacase imobilizada em nanoporos de ouro

depositados num elétrodo de carbono vitreo [99]. Estes resultados demonstram a

eficaicia da metodologia usada para preparar elétrodos de ouro com Lacase e

nanoparticulas de magnetite com atividade catalitica para o ABTS.
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Figura 3.43 — Voltamogramas ciclicos das superficies de ouro modificada com

CS,/Fe304NPs (40 nm), preparadas em solugdes aquosas de tamp3ao citrato-fosfato (pH

4.6), obtidas a 100 mV s™; representagdo de j,* versus v.

Estes resultados provaram a biocompatibilidade das FesO4NPs para a adsorc¢ao

de enzimas, especialmente as nanoparticulas de maiores dimensdes, pois estas

possuem uma superficie menos oxidada, como demonstrado pelo difratograma de

raios-X exibido na figura 3.30, facilitando a ligagdo do CS, /Lacase.

127



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a constru¢do de biossensores

3.3 Referéncias bibliograficas

[1] J.J. Gooding, R. Wibowo, J.Q. Liu, W.R. Yang, D. Losic, S. Orbons, F.J. Mearns, J.G. Shapter,
D.B. Hibbert, Protein electrochemistry using aligned carbon nanotube arrays, Journal of the
American Chemical Society, 125 (2003) 9006-9007.

[2] A.J. Cunningham, Introduction to Bioanalytical Sensors, John Wiley & Sons Inc.

[3] Q. Sheng, K. Luo, L. Li, J. Zheng, Direct electrochemistry of glucose oxidase immobilized on
NdPO4 nanoparticles/chitosan composite film on glassy carbon electrodes and its biosensing
application, Bioelectrochemistry, 74 (2009) 246-253.

[4] I.LR. M. Fujihira, J.F. Rusling, Modified Electrodes - Encyclopedia of Electrochemistry, A.J.
Bard, M. Stratmann (Eds.) ed., Wiley-VCH Verlag GmbH and Co. KGaA 2007.

[5] J.F. Cabrita, L.M. Abrantes, A.S. Viana, N-hydroxysuccinimide-terminated self-assembled
monolayers on gold for biomolecules immobilisation, Electrochimica Acta, 50 (2005) 2117-
2124,

[6] C.M. Silveira, S.P. Gomes, A.N. Araujo, M.C.B.S.M. Montenegro, S. Todorovic, A.S. Viana,
R.J.C. Silva, J.J.G. Moura, M.G. Almeida, An efficient non-mediated amperometric biosensor for
nitrite determination, Biosensors & Bioelectronics, 25 (2010) 2026-2032.

[7]1 C. Shan, H. Yang, D. Han, Q. Zhang, A. lIvaska, L. Niu, Graphene/AuNPs/chitosan
nanocomposites film for glucose biosensing, Biosensors and Bioelectronics, 25 (2010) 1070-
1074.

[8] M. Gerard, A. Chaubey, B.D. Malhotra, Application of conducting polymers to biosensors,
Biosensors & Bioelectronics, 17 (2002) 345-359.

[9] M. Zayats, B. Willner, I. Willner, Design of amperometric biosensors and biofuel cells by the
reconstitution of electrically contacted enzyme electrodes, Electroanalysis, 20 (2008) 583-601.

[10] R. Gao, J. Zheng, Amine-terminated ionic liquid functionalized carbon nanotube-gold
nanoparticles for investigating the direct electron transfer of glucose oxidase, Electrochemistry
Communications, 11 (2009) 608-611.

[11] A.-L. Morel, R.-M. Volmant, C. Méthivier, J.-M. Krafft, S. Boujday, C.-M. Pradier, Optimized
immobilization of gold nanoparticles on planar surfaces through alkyldithiols and their use to
build 3D biosensors, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 81 (2010) 304-312.

[12] U. Saxena, M. Chakraborty, P. Goswami, Covalent immobilization of cholesterol oxidase on
self-assembled gold nanoparticles for highly sensitive amperometric detection of cholesterol in
real samples, Biosensors and Bioelectronics, 26 (2011) 3037-3043.

[13] Y. Zhao, W. Perez-Segarra, Q.C. Shi, A. Wei, Dithiocarbamate assembly on gold, Journal of
the American Chemical Society, 127 (2005) 7328-7329.

[14] A.L. Eckermann, J.A. Shaw, T.J. Meade, Kinetic Dispersion in Redox-Active Dithiocarbamate
Monolayers, Langmuir, 26 (2010) 2904-2913.

[15] H. Zhu, D.M. Coleman, C.J. Dehen, .M. Geisler, D. Zemlyanov, J. Chmielewski, G.J.
Simpson, A. Wei, Assembly of dithiocarbamate-anchored monolayers on gold surfaces in
aqueous solutions, Langmuir, 24 (2008) 8660-8666.

[16] R. Cao, Jr., A. Diaz, R. Cao, A. Otero, R. Cea, M.C. Rodriguez-Arguelles, C. Serra, Building
layer-by-layer a Bis(dithiocarbamato)copper(ll) complex on Au{111} surfaces, Journal of the
American Chemical Society, 129 (2007) 6927-6930.

[17] I. Almeida, A.C. Cascalheira, A.S. Viana, One step gold (bio)functionalisation based on CS2-
amine reaction, Electrochimica Acta, 55 (2010) 8686-8695.

[[18] I. AImeida, V.C. Ferreira, M.F. Montemor, L.M. Abrantes, A.S. Viana, One-pot approach to
modify nanostructured gold surfaces through in situ dithiocarbamate linkages, Electrochimica
Acta, 83 (2012) 311-320.

[19] Y. Niu, A.l. Matos, L.M. Abrantes, A.S. Viana, G. Jin, Antibody Oriented Immobilization on
Gold using the Reaction between Carbon Disulfide and Amine Groups and Its Application in
Immunosensing, Langmuir, 28 (2012) 17718-17725.

128



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a construcdo de biossensores

[20] B.-W. Park, D.-S. Kim, D.-Y. Yoon, Surface modification of gold electrode with gold
nanoparticles and mixed self-assembled monolayers for enzyme biosensors, Korean Journal of
Chemical Engineering, 28 (2011) 64-70.

[21] P. Morf, F. Raimondi, H.G. Nothofer, B. Schnyder, A. Yasuda, J.M. Wessels, T.A. Jung,
Dithiocarbamates: Functional and versatile linkers for the formation of self-assembled
monolayers, Langmuir, 22 (2006) 658-663.

[22] R.D. Weinstein, J. Richards, S.D. Thai, D.M. Omiatek, C.A. Bessel, C.J. Faulkner, S. Othman,
G.K. Jennings, Characterization of self-assembled monolayers from lithium
dialkyldithiocarbamate salts, Langmuir, 23 (2007) 2887-2891.

[23] S.-M. Chen, J.-Y. Chen, V.S. Vasantha, Electrochemical preparation of epinephrine/Nafion
chemically modified electrodes and their electrocatalytic oxidation of ascorbic acid and
dopamine, Electrochimica Acta, 52 (2006) 455-465.

[24] H.M. Zhang, X.L. Zhou, R.T. Hui, N.Q. Li, D.P. Liu, Studies of the electrochemical behavior
of epinephrine at a homocysteine self-assembled electrode, Talanta, 56 (2002) 1081-1088.

[25] L. Wang, J.Y. Bai, P.F. Huang, H.J. Wang, L.Y. Zhang, Y.Q. Zhao, Self-assembly of gold
nanoparticles for the voltammetric sensing of epinephrine, Electrochemistry Communications,
8 (2006) 1035-1040.

[26] K.-J. Huang, C.-X. Xu, W.-Z. Xie, W. Wang, Electrochemical behavior and voltammetric
determination of tryptophan based on 4-aminobenzoic acid polymer film modified glassy
carbon electrode, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 74 (2009) 167-171.

[27] B. Fang, Y. Wei, M. Li, G. Wang, W. Zhang, Study on electrochemical behavior of
tryptophan at a glassy carbon electrode modified with multi-walled carbon nanotubes
embedded cerium hexacyanoferrate, Talanta, 72 (2007) 1302-1306.

[28] G.-P. lJin, X.-Q. Lin, The electrochemical behavior and amperometric determination of
tyrosine and tryptophan at a glassy carbon electrode modified with butyrylcholine,
Electrochemistry Communications, 6 (2004) 454-460.

[29] N.T. Nguyen, M.Z. Wrona, G. Dryhurst, Electrochemical oxidation of tryptophan, Journal of
Electroanalytical Chemistry and Interfacial Electrochemistry, 199 (1986) 101-126.

[30] C.G. Nan, Z.Z. Feng, W.X. Li, D.J. Ping, C.H. Qin, Electrochemical behavior of tryptophan
and its derivatives at a glassy carbon electrode modified with hemin, Analytica Chimica Acta,
452 (2002) 245-254.

[31] G.P. Jin, X.Q. Lin, The electrochemical behavior and amperometric determination of
tyrosine and tryptophan at a glassy carbon electrode modified with butyrylcholine,
Electrochemistry Communications, 6 (2004) 454-460.

[32] V.C. Ferreira, A.F. Silva, LM. Abrantes, Electrochemical and Morphological
Characterization of New Architectures Containing Self-Assembled Mono layers and Au-NPs,
Journal of Physical Chemistry C, 114 (2010) 7710-7716.

[33] J.C. Love, L.A. Estroff, J.K. Kriebel, R.G. Nuzzo, G.M. Whitesides, Self-assembled
monolayers of thiolates on metals as a form of nanotechnology, Chemical Reviews, 105 (2005)
1103-1169.

[34] A. Ulman, Formation and structure of self-assembled monolayers, Chemical Reviews, 96
(1996) 1533-1554.

[35] J.F. Cabrita, A.S. Viana, C. Eberle, F.-P. Montforts, A. Mourato, L.M. Abrantes,
Electrooxidation of pyrrole-terminated self-assembled lipoic acid derivatives, Surface Science,
603 (2009) 2458-2462.

[36] C.K. Rhee, Y.N. Kim, Structural evolution of self-assembled monolayer of 1-mercapto-2-
propanol on Au(111) in N-2 flow: an electrochemical and STM study, Applied Surface Science,
228 (2004) 313-319.

[37] R. Meunier-Prest, G. Legay, S. Raveau, N. Chiffot, E. Finot, Potential-assisted deposition of
mixed alkanethiol self-assembled monolayers, Electrochimica Acta, 55 (2010) 2712-2720.

129



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a constru¢do de biossensores

[38] O. Cavalleri, G. Gonella, S. Terreni, M. Vignolo, P. Pelori, L. Floreano, A. Morgante, M.
Canepa, R. Rolandi, High resolution XPS of the S 2p core level region of the L-cysteine/gold
interface, Journal of Physics-Condensed Matter, 16 (2004) S2477-52482.

[39] M.C. Bourg, A. Badia, R.B. Lennox, Gold-sulfur bonding in 2D and 3D self-assembled
monolayers: XPS characterization, Journal of Physical Chemistry B, 104 (2000) 6562-6567.

[40] F.v. Wrochem, F. Scholz, A. Schreiber, H.-G. Nothofer, W.E. Ford, P. Morf, T. Jung, A.
Yasuda, J.M. Wessels, Structure and Conductance of Aromatic and Aliphatic Dithioacetamide
Monolayers on Au(111), Langmuir, 24 (2008) 6910-6917.

[41] S. Ramsaywack, S. Martic, S. Milton, L. Gates, A.S. Grant, M. Labib, A. Decken, H.-B. Kraatz,
Synthesis and Surface Investigations of N-Substituted 2,5-Dithio-7-azabicyclo 2.2.1 heptanes
on Gold Surfaces, Journal of Physical Chemistry C, 116 (2012) 7886-7896.

[42] N. Graf, E. Yegen, T. Gross, A. Lippitz, W. Weigel, S. Krakert, A. Terfort, W.E.S. Unger, XPS
and NEXAFS studies of aliphatic and aromatic amine species on functionalized surfaces,
Surface Science, 603 (2009) 2849-2860.

[43] S.S. Wong, A.T. Woolley, T.W. Odom, J.L. Huang, P. Kim, D.V. Vezenov, C.M. Lieber, Single-
walled carbon nanotube probes for high-resolution nanostructure imaging, Applied Physics
Letters, 73 (1998) 3465-3467.

[44] W. Haiss, N.T.K. Thanh, J. Aveyard, D.G. Fernig, Determination of size and concentration of
gold nanoparticles from UV-Vis spectra, Analytical Chemistry, 79 (2007) 4215-4221.

[45] W. Lu, Y. Luo, G. Chang, X. Sun, Synthesis of functional SiO2-coated graphene oxide
nanosheets decorated with Ag nanoparticles for H202 and glucose detection, Biosensors &
Bioelectronics, 26 (2011) 4791-4797.

[46] A.S. Rad, A. Mirabi, E. Binaian, H. Tayebi, A Review on Glucose and Hydrogen Peroxide
Biosensor Based on Modified Electrode Included Silver Nanoparticles, International Journal of
Electrochemical Science, 6 (2011) 3671-3683.

[47] A. Attar, M.E. Ghica, A. Amine, C.M.A. Brett, Poly(neutral red) based hydrogen peroxide
biosensor for chromium determination by inhibition measurements, Journal of Hazardous
Materials, 279 (2014) 348-355.

[48] S.X. Zhang, N. Wang, Y.M. Niu, C.Q. Sun, Immobilization of glucose oxidase on gold
nanoparticles modified Au electrode for the construction of biosensor, Sensors and Actuators
B-Chemical, 109 (2005) 367-374.

[49] S. Zhao, K. Zhang, Y. Bai, W. Yang, C. Sun, Glucose oxidase/colloidal gold nanoparticles
immobilized in Nafion film on glassy carbon electrode: Direct electron transfer and
electrocatalysis, Bioelectrochemistry, 69 (2006) 158-163.

[50] S.X. Zhang, N. Wang, H.J. Yu, Y.M. Niu, C.Q. Sun, Covalent attachment of glucose oxidase
to an Au electrode modified with gold nanoparticles for use as glucose biosensor,
Bioelectrochemistry, 67 (2005) 15-22.

[51] A.S. Sabine Borgmann , Sebastian Neugebauer , Wolfgang Schuhmann, Advances in
Electrochemical Science and Engineering, WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA ed.2011.

[52] A. Chaubey, B.D. Malhotra, Mediated biosensors, Biosensors and Bioelectronics, 17 (2002)
441-456.

[53] S.B. Bankar, M.V. Bule, R.S. Singhal, L. Ananthanarayan, Glucose oxidase — An overview,
Biotechnology Advances, 27 (2009) 489-501.

[54] B. Wang, B. Li, Q. Deng, S. Dong, Amperometric Glucose Biosensor Based on Sol-Gel
Organic-Inorganic Hybrid Material, Analytical Chemistry, 70 (1998) 3170-3174.

[55] D.W.M. Arrigan, P.N. Bartlett, A scanning force microscopy study of poly(phenol) films
containing immobilized glucose oxidase, Biosensors and Bioelectronics, 13 (1998) 293-304.

[56] K.I. Ozoemena, T. Nyokong, Novel amperometric glucose biosensor based on an ether-
linked cobalt(ll) phthalocyanine—cobalt(ll) tetraphenylporphyrin pentamer as a redox
mediator, Electrochimica Acta, 51 (2006) 5131-5136.

130



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a construcdo de biossensores

[57] L. Zhang, C. Zhou, J. Luo, Y. Long, C. Wang, T. Yu, D. Xiao, A polyaniline microtube platform
for direct electron transfer of glucose oxidase and biosensing applications, Journal of Materials
Chemistry B, 3 (2015) 1116-1124.

[58] B.-Y. Wu, S.-H. Hou, F. Yin, J. Li, Z.-X. Zhao, J.-D. Huang, Q. Chen, Amperometric glucose
biosensor based on layer-by-layer assembly of multilayer films composed of chitosan, gold
nanoparticles and glucose oxidase modified Pt electrode, Biosensors and Bioelectronics, 22
(2007) 838-844.

[59] D. Wang, L. Chen, Facile direct electron transfer in glucose oxidase modified electrodes,
Electrochimica Acta, 54 (2009) 4316-4320.

[60] C. Schulz, R. Kittl, R. Ludwig, L. Gorton, Direct Electron Transfer from the FAD Cofactor of
Cellobiose Dehydrogenase to Electrodes, Acs Catalysis, 6 (2016) 555-563.

[61] A. Cipri, C. Schulz, R. Ludwig, L. Gorton, M. del Valle, A novel bio-electronic tongue using
different cellobiose dehydrogenases to resolve mixtures of various sugars and interfering
analytes, Biosensors & Bioelectronics, 79 (2016) 515-521.

[62] S. Demin, E.A.H. Hall, Breaking the barrier to fast electron transfer, Bioelectrochemistry,
76 (2009) 19-27.

[63] C.X. Guo, Z.M. Sheng, Y.Q. Shen, Z.L. Dong, C.M. Li, Thin-Walled Graphitic Nanocages As a
Unique Platform for Amperometric Glucose Biosensor, ACS Applied Materials & Interfaces, 2
(2010) 2481-2484.

[64] T. Shimomura, T. Itoh, T. Sumiya, T.-a. Hanaoka, F. Mizukami, M. Ono, Amperometric
detection of phenolic compounds with enzyme immobilized in mesoporous silica prepared by
electrophoretic deposition, Sensors and Actuators B: Chemical, 153 (2011) 361-368.

[65] C.-J. Cai, M.-W. Xu, S.-J. Bao, C. Lei, D.-Z. Jia, A facile route for constructing a graphene-
chitosan-ZrO2 composite for direct electron transfer and glucose sensing, RSC Advances, 2
(2012) 8172-8178.

[66] L. Yang, X. Ren, F. Tang, L. Zhang, A practical glucose biosensor based on Fe304
nanoparticles and chitosan/nafion composite film, Biosensors and Bioelectronics, 25 (2009)
889-895.

[67] E. Katz, I. Willner, J. Wang, Electroanalytical and Bioelectroanalytical Systems Based on
Metal and Semiconductor Nanoparticles, Electroanalysis, 16 (2004) 19-44.

[68] L.M. Rossi, A.D. Quach, Z. Rosenzweig, Glucose oxidase—magnetite nanoparticle
bioconjugate for glucose sensing, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 380 (2004) 606-613.
[69] X. Huang, X. Meng, F. Tang, L. Li, D. Chen, H. Liu, Y. Zhang, J. Ren, Mesoporous magnetic
hollow nanoparticles - protein carriers for lysosome escaping and cytosolic delivery,
Nanotechnology, 19 (2008).

[70] J. Hu, B. Yuan, Y. Zhang, M. Guo, Immobilization of laccase on magnetic silica
nanoparticles and its application in the oxidation of guaiacol, a phenolic lignin model
compound, RSC Advances, 5 (2015) 99439-99447.

[71] Y. Li, C. Qin, C. Chen, Y. Fu, M. Ma, Q. Xie, Highly sensitive phenolic biosensor based on
magnetic polydopamine-laccase-Fe304 bionanocomposite, Sensors and Actuators B: Chemical,
168 (2012) 46-53.

[72] M. Martin, P. Salazar, R. Villalonga, S. Campuzano, J.M. Pingarron, J.L. Gonzalez-Mora,
Preparation of core-shell Fe304@poly(dopamine) magnetic nanoparticles for biosensor
construction, Journal of Materials Chemistry B, 2 (2014) 739-746.

[73] R.M.C.U. Schwertmann, The Iron Oxides: Structure, Properties, Reactions, Occurrences
and Uses, Wiley-VCH ed.2003.

[74] S.-L. Tie, Y.-Q. Lin, H.-C. Lee, Y.-S. Bae, C.-H. Lee, Amino acid-coated nano-sized magnetite
particles prepared by two-step transformation, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 273 (2006) 75-83.

131



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a constru¢do de biossensores

[75] R.Y. Hong, T.T. Pan, H.Z. Li, Microwave synthesis of magnetic Fe304 nanoparticles used as
a precursor of nanocomposites and ferrofluids, Journal of Magnetism and Magnetic Materials,
303 (2006) 60-68.

[76] A. Goodarzi, Y. Sahoo, M.T. Swihart, P.N. Prasad, Aqueous ferrolluid of citric acid coated
magnetite particles, in: P. GuyotSionnest, H. Mattoussi, Z.L. Wang (Eds.) Quantum Dots,
Nanoparticles and Nanowires2004, pp. 129-134.

[77] D.K. Kim, M. Mikhaylova, Y. Zhang, M. Muhammed, Protective coating of
superparamagnetic iron oxide nanoparticles, Chemistry of Materials, 15 (2003) 1617-1627.

[78] C. Tudisco, F. Bertani, M.T. Cambria, F. Sinatra, E. Fantechi, C. Innocenti, C. Sangregorio, E.
Dalcanale, G.G. Condorelli, Functionalization of PEGylated Fe304 magnetic nanoparticles with
tetraphosphonate cavitand for biomedical application, Nanoscale, 5 (2013) 11438-11446.

[79] J.A. Rodriguez, J. Hrbek, Interaction of Sulfur with Well-Defined Metal and Oxide Surfaces:
Unraveling the Mysteries behind Catalyst Poisoning and Desulfurization, Accounts of Chemical
Research, 32 (1999) 719-728.

[80] M. Ilwamoto, T. Abe, Y. Tachibana, Control of bandgap of iron oxide through its
encapsulation into SiO2-based mesoporous materials, Journal of Molecular Catalysis A:
Chemical, 155 (2000) 143-153.

[81] H. Cohen, A. Gedanken, Z. Zhong, One-Step Synthesis and Characterization of Ultrastable
and Amorphous Fe304 Colloids Capped with Cysteine Molecules, The Journal of Physical
Chemistry C, 112 (2008) 15429-15438.

[82] I. Almeida, S.G. Mendo, M.D. Carvalho, J.P. Correia, A.S. Viana, Catalytic Co and Fe
porphyrin/Fe304 nanoparticles assembled on gold by carbon disulfide, Electrochimica Acta,
188 (2016) 1-12.

[83] K. Piontek, M. Antorini, T. Choinowski, Crystal Structure of a Laccase from the
FungusTrametes versicolor at 1.90-A Resolution Containing a Full Complement of Coppers,
Journal of Biological Chemistry, 277 (2002) 37663-37669.

[84] R. Rawal, S. Chawla, Devender, C.S. Pundir, An amperometric biosensor based on laccase
immobilized onto Fe304NPs/cMWCNT/PANI/Au electrode for determination of phenolic
content in tea leaves extract, Enzyme and Microbial Technology, 51 (2012) 179-185.

[85] D. Cao, N. Hu, Direct electron transfer between hemoglobin and pyrolytic graphite
electrodes enhanced by Fe304 nanoparticles in their layer-by-layer self-assembly films,
Biophysical Chemistry, 121 (2006) 209-217.

[86] Y. Zhang, G.-M. Zeng, L. Tang, D.-L. Huang, X.-Y. Jiang, Y.-N. Chen, A hydroquinone
biosensor using modified core—shell magnetic nanoparticles supported on carbon paste
electrode, Biosensors and Bioelectronics, 22 (2007) 2121-2126.

[87] X. Shi, W. Gu, B. Li, N. Chen, K. Zhao, Y. Xian, Enzymatic biosensors based on the use of
metal oxide nanoparticles, Microchimica Acta, 181 (2013) 1-22.

[88] L. Tang, G. Zeng, J. Liu, X. Xu, Y. Zhang, G. Shen, Y. Li, C. Liu, Catechol determination in
compost bioremediation using a laccase sensor and artificial neural networks, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 391 (2008) 679-685.

[89] M.D. Carvalho, F. Henriques, L.P. Ferreira, M. Godinho, M.M. Cruz, lron oxide
nanoparticles: the Influence of synthesis method and size on composition and magnetic
properties, Journal of Solid State Chemistry, 201 (2013) 144-152.

[90] P. Encinas, L. Lorenzo, M.L. Tascon, M.D. Vazquez, P. Sanchezbatanero,
ELECTROCHEMICAL STUDY OF IRON(Il) AND IRON(IIl) COMPOUND MIXTURES IN THE SOLID-
STATE - APPLICATION TO MAGNETITE CHARACTERIZATION, Journal of Electroanalytical
Chemistry, 371 (1994) 161-166.

[91] K. Saal, V. Sammelselg, A. L6hmus, E. Kuusk, G. Raidaru, T. Rinken, A. Rinken,
Characterization of glucose oxidase immobilization onto mica carrier by atomic force
microscopy and kinetic studies, Biomolecular Engineering, 19 (2002) 195-199.

132



Capitulo 3 - Formacao in situ de ditiocarbamatos para a construcdo de biossensores

[92] I. Zawisza, J. Rogalski, M. Opallo, Electrocatalytic reduction of dioxygen by redox mediator
and laccase immobilized in silicate thin film, Journal of Electroanalytical Chemistry, 588 (2006)
244-252.

[93] G. Bayramoglu, M. Yilmaz, M.Y. Arica, Preparation and characterization of epoxy-
functionalized magnetic chitosan beads: laccase immobilized for degradation of reactive dyes,
Bioprocess and Biosystems Engineering, 33 (2010) 439-448.

[94] D. Rochefort, L. Kouisni, K. Gendron, Physical immobilization of laccase on an electrode by
means of poly(ethyleneimine) microcapsules, Journal of Electroanalytical Chemistry, 617
(2008) 53-63.

[95] O. Yamak, N.A. Kalkan, S. Aksoy, H. Altinok, N. Hasirci, Semi-interpenetrating polymer
networks (semi-IPNs) for entrapment of laccase and their use in Acid Orange 52 decolorization,
Process Biochemistry, 44 (2009) 440-445.

[96] F. Xu, W. Shin, S.H. Brown, J.A. Wahleithner, U.M. Sundaram, E.l. Solomon, A study of a
series of recombinant fungal laccases and bilirubin oxidase that exhibit significant differences
in redox potential, substrate specificity, and stability, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Protein Structure and Molecular Enzymology, 1292 (1996) 303-311.

[97] D. Quan, Y. Kim, W. Shin, Characterization of an amperometric laccase electrode
covalently immobilized on platinum surface, Journal of Electroanalytical Chemistry, 561 (2004)
181-189.

[98] A. Jarosz-Wilkotazka, T. Ruzgas, L. Gorton, Amperometric detection of mono- and
diphenols at Cerrena unicolor laccase-modified graphite electrode: correlation between
sensitivity and substrate structure, Talanta, 66 (2005) 1219-1224.

[99] H. Qiu, C. Xu, X. Huang, Y. Ding, Y. Qu, P. Gao, Adsorption of laccase on the surface of
nanoporous gold and the direct electron transfer between them, Journal of Physical Chemistry
C, 112 (2008) 14781-14785.

[100] S. Shleev, A. Christenson, V. Serezhenkov, D. Burbaev, A. Yaropolov, L. Gorton, T. Ruzgas,
Electrochemical redox transformations of T1 and T2 copper sites in native Trametes hirsuta
laccase at gold electrode, Biochemical Journal, 385 (2005) 745-754.

133



134



Capitulo 4

Elétrodos modificados com nanoparticulas
magneéticas e compostos organometalicos
— Estudo da reacao de reducao do oxigénio

Parte do trabalho apresentado neste capitulo é objeto do seguinte

artigo:

- I. Almeida, S.G. Mendo, M.D. Carvalho, J.P. Correia, A.S. Viana, “Catalytic Co and Fe
porphyrin/Fes0,4 nanoparticles assembled on gold by carbon disulfide”, Electrochimica

Acta 188 (2016) 1-12
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As metaloporfirinas sdao facilmente encontradas numa grande diversidade de
sistemas bioldgicos, tais como os centros ativos de algumas proteinas [1] e sdo uma
das classes de moléculas organometalicas mais atrativas direcionadas para a catalise
de oxigénio, devido as suas propriedades eletrocataliticas e a sua estabilidade [2-5]. O
tamanho do macrociclo é perfeito para ser coordenado a um nuimero elevado de ides
metalicos [1] e a possibilidade de alterar esses centros metdlicos, bem como os grupos
substituintes do macrociclo, permite ter uma grande variedade deste tipo de
compostos com caracteristicas cataliticas distintas.

A reacdo de reducdo de oxigénio (oxygen reduction reaction, ORR) tem
particular importancia em diversos dispositivos tecnoldgicos, tais como em células de
combustivel. A eficiéncia energética neste tipo de sistemas é gerida pelo niumero de
eletrdes transferidos na ORR. Neste contexto, as metaloporfirinas de Fe e Co tém sido
extensivamente exploradas, dado que a porfirina de Fe catalisa a redugdo do O,,
através da transferéncia de 4 eletrées, a agua, enquanto que a porfirina de Co
promove a ORR, via 2 eletrdes, a H,0,; [6].

Uma das estratégias mais comuns utilizadas para a ligagdo covalente de
metaloporfirinas em superficies de elétrodo é a formacdo de monocamadas auto-
montadas (SAMs) via derivatizacao de porfirinas com grupos ancora especificos, tais
como, moléculas com grupos enxofre [7-10], bem como acidos fosfdnicos
[11],estendendo a imobilizacdo de porfirinas a superficies de 6xidos metalicos [12].
Outras metodologias envolvem a preparacdo de SAMs contendo adsorbatos com
grupos terminais imidazolo, os quais se ligam covalentemente a diversas
metaloporfirinas [13], ou a ligacdo covalente de metaloporfirinas a elétrodos de ouro
modificados com dimercaptoalcanos [14].

As propriedades fisico-quimicas de nanomateriais (razdo area/volume
superficial, propriedades condutoras, biocompatibilidade, etc), tais como as
nanoparticulas (NPs) metalicas (Au, Pt, Pd) [15-18] e de 6xidos metdlicos (M,Fe3.,Oq;
M= Fe, Cu, Co, Mn) [19] ou nanotubos de carbono [20] tém um papel fundamental na
ORR. Os elétrodos de ouro modificados com nanoparticulas de Au revelam melhor
desempenho catalitico para a ORR, em contraste com o observado em superficies
planas de Au com orientacdo preferencial (111), através da formacdo de H,0,
envolvendo a
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transferéncia de 2 eletrGes a baixos sobrepotenciais, desde que o tamanho de
particula esteja na gama nanométrica [21].

Quando as propriedades das metaloporfirinas sdo conjugadas com as dos
nanomateriais [2, 22], surgem grandes beneficios em termos cataliticos. Geralmente,
ocorre um aumento da quantidade dos centros cataliticos na superficie do elétrodo
bem como um melhoramento no processo de transferéncia eletréonica, sendo ambos
os fatores importantes na eletrocatalise [2, 23].

Dentro dos nanomateriais de 6xidos metalicos, as nanoparticulas de Fe30, tém
sido muito exploradas devido as suas propriedades magnéticas, cataliticas e elétricas
excecionais, geradas pelo confinamento dos eletrdes na sua estrutura cristalina,
elevadas razdes superficie/volume, possibilidade de funcionalizacdo da uma superficie
modificada, eficiéncia catalitica e forte capacidade de adsorcdo [24]. No entanto, estas
nanoparticulas oxidam-se facilmente ao ar e dissolvem-se em meios acidicos. Deste
modo, tém sido desenvolvidos diversos métodos para criar revestimentos (moléculas
organicas pequenas, surfactantes, polimeros, biomoléculas, silica ou compostos
metalicos) [25] adequados para assegurar a estabilidade das nanoparticulas de Fe30,,
especialmente em meio acido. Outra vantagem da criacdo de revestimentos em
nanoparticulas de magnetite, por exemplo, uma “coroa” de ouro, é a de facilitar a
funcionalizacdo das mesmas, através de ligacdes fortes entre os derivados de enxofre e
o Au [26, 27].

O objetivo do trabalho apresentado envolveu o estudo da capacidade do CS,
para ligar nanoparticulas de Fe304), de ca. 20 e 40 nm de diametro médio,
funcionalizadas com metaloporfirinas (Fe e Co) a superficie de Au (111), preservando
e/ou melhorando as propriedades eletrocataliticas das metaloporfirinas. Estas
metaloporfirinas possuem dois grupos de acidos carboxilicos disponiveis para se
ligarem fortemente a superficies de 6xidos metalicos [28] e também a superficies de
ouro [29].

De acordo com o proposto no esquema 4.1, a imobilizacdo de nanoparticulas
via CS, ocorrerd através da ligacdo do enxofre a nanoparticula, enquanto o outro
enxofre serve de ponte para ligar a nanoparticula ao elétrodo de ouro plano. De modo
a validar este método de imobilizacdo para as nanoparticulas de magnetite, foram

também preparados elétrodos modificados com AuNPs de diversos tamanhos (5, 20, e
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40 nm) e metaloporfirinas, comparando a sua atividade catalitica. O que distingue a
metodologia de modificagdo aqui descrita é o fato de ser simples, versatil e, num sé
passo, criar agregados tridimensionais cataliticos de nanoparticulas metalicas e de
oxidos metalicos, funcionalizadas com metaloporfirinas.

Utilizou-se ainda uma outra metodologia de imobiliza¢ao, mais “cldssica”, recorrendo a
uma SAM de 1,6-hexanoditiol, em vez de se wusar o CS, para ligar os
bionanoconjugados de nanoparticulas/metaloporfirinas. Neste tipo de procedimento,
para além de terem sido usadas as AuNPs de 20 nm também foram testadas
nanoparticulas de Pt com diametros médios de 3 nm, e um outro composto
organometalico, um derivado da vitamina By,. O desempenho catalitico dos elétrodos
modificados com o 1,6-hexanoditiol foi comparado ao observado com os sistemas

preparados com o CS,.
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Figura 4.1 - llustracdo esquematica da metodologia usada para a funcionalizacdo das
nanoparticulas ligadas ao Au (111) através do CS,: a) nanoparticulas funcionalizadas
apenas com o CS,; b) nanoparticulas funcionalizadas com as metaloporfirinas
(contendo

grupos acidos carboxilicos) e CS,. Para simplificar, no esquema 4.1b, apenas estd
representada uma molécula de CS,, embora devido a espontaneidade do método mais

moléculas possam estar adsorvidas a nanoparticula, juntamente com metaloporfirinas.

4.1 Funcionaliza¢ao de nanoparticulas de Fe;0, com metaloporfirinas

Como descrito no capitulo 2 na se¢do 2.2, foram sintetizadas nanoparticulas de
Au e Fe304 de diversos tamanhos. A distribuicdo e o tamanho das AuNPs foram
avaliados por TEM e através da analise das imagens foi possivel construir, recorrendo
ao programa Image J, o respetivo histograma da distribuicdo de tamanhos. Neste
capitulo s6 sera mostrada a imagem de TEM e o respetivo histograma para as AuNPs
sintetizadas e estabilizadas com uma menor concentracdo de citrato de sédio, pois as
restantes ja foram mostradas no capitulo 3, seccdo 3.1.1. Os diametros médios
determinados, com base no histograma das imagens de TEM das AuNPs (figura 3.12 e
4.2, seccdo 3.1.1 do capitulo 3) foram aproximadamente 5, 22 e 38 nm, consistentes

com as condicBes de sintese utilizadas.
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Figura 4.2 — Imagem de TEM das nanoparticulas de Au sintetizadas a 100°C e
estabilizadas com menor concentracdo de citrato de sddio e o correspondente

histograma da distribuicao de tamanhos com o valor do tamanho médio da amostra.

Os difratogramas de raios-X e as imagens de TEM e distribuicdo de tamanhos
obtidos para as amostras de nanoparticulas de Fe304 ja foram apresentados na figura
3.29 e 3.30, seccdo 3.2.1 (capitulo 3). Como mencionado, os picos observados nos
difratogramas foram atribuidos a estrutura clibica da magnetite, permitindo confirmar
a pureza de ambas as amostras [30]. O tamanho médio das nanoparticulas de éxido de
ferro sintetizadas estimado foi de 19 e 38 nm, como resultado de um periodo de
aquecimento a 200°C, a 3 e 24 h (figura 3.29, secdo 3.2.1, capitulo 3), respetivamente.
Os parametros da célula calculados por difracao de raios-X para as nanoparticulas de
FesO4NPs, de menor e maior tamanho, como referido anteriormente (seccdo 3.2.1
(capitulo 3) foram calculados, obtendo-se valores de a = 8.386(5) A e 8.394(3) A,
respetivamente, o que esta de acordo com o reportado em trabalho anterior [31]. Tal
facto demonstra a dependéncia do parametro da célula com o tamanho médio da
nanoparticula. Este resultado indica uma maior pureza para as nanoparticulas de

maiores dimensdes, uma vez que as particulas menores sdo mais facilmente oxidadas.
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Para simplificar a designacdo de cada amostra, os valores médios usados para
identificar o diametro de cada amostra foi de 5, 20 e 40 nm para as AuNPs e 20 e 40

nm para as FesO4NPs.

Usualmente, a caraterizacdo das metaloporfirinas em solucdo é efetuada por
espectroscopia de UV-visivel. Esta classe de compostos com um macrociclo
tetrapirrdlico que ndo possuam ainda um centro metalico, tém bandas de absorcdo na
regidao do UV-visivel, uma banda mais intensa entre os 400-450 nm designada de
banda de Soret, correspondente a transicio (S0O—S2) e outras quatro bandas, de
menor intensidade, entre 500 a 700 nm, designadas de bandas-Q, correspondentes a
transicoes (S0O—>S1) [32]. Quando um metal é inserido no anel tetrapirrélico, as quatro
bandas-Q colapsam e originam apenas duas, ndo afetando normalmente, a banda de
Soret [32, 33].

A figura 4.3 mostra os espectros de UV-visivel das metaloporfirinas de Co e de
Fe em solucdo e das nanoparticulas de Au (20 nm) e de Fe304 (20 nm), antes e apds a
sua modificacdo com as porfirinas. O espetro do derivado da porfirina dissolvido em
etanol exibe bandas de absorcdo esperadas para este tipo de metaloporfirinas [33]:
CoP — banda de Soret a 412 nm e as bandas-Q a 526, 552 nm; FeP — 394 nm (banda de
Soret), 475 e 580 nm (bandas-Q). Na figura 4.3a, a banda de plasmao de superficie da
suspensdo coloidal das AuNPs foi observada a 522 nm, correspondendo ao valor
esperado para este didmetro de nanoparticulas de ouro. Apds a incubacdo da porfirina
de Co e depois de um processo de lavagem rigoroso (secdo 2.2), o espetro das AuNPs
funcionalizadas revela a presenca da banda de Soret a 407 nm e das bandas-Q a 526 e
559 nm, sobrepostas com a banda de ressonancia das AuNPs, a qual aparece desviada
para comprimentos de onda superiores. Estas alteragdes espetrais confirmam a
modificacdo das AuNPs com porfirinas e indicam um aumento do tamanho médio das
nanoparticulas, devido a adsorcdo da metaloporfirina nas NPs, e possivelmente devido
também a formacao de agregados H e J, como resultado das interacdes hidrofébicas e
7 entre os porfirindides [5]. Como descrito no procedimento experimental da sintese
das AuNPs (secdo 2.2), estas sdo estabilizadas por ides citratos e, apesar da adsorg¢ao

destes iGes ser efetiva nas AuNPs [34], a substituicdo do grupo COOH do citrato de
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sodio pelo grupo COOH da CoP devera ocorrer com alguma facilidade, pois a energia
de ligacao entre o Au-O é equivalente em ambos os compostos.

Os espetros obtidos para as FesO4;NPs (20 nm)/CoP (figura 4.3b) exibem a
banda de Soret centrada a 406 nm e as bandas-Q a 521 e 556 nm, enquanto que para
as FesO4NPs/FeP (figura 4.3c), a banda a 398 nm é a de Soret e a 500 e 588 nm sdo as
bandas-Q, confirmando a adsorcdo eficaz de ambas as porfirinas a superficie das
nanoparticulas de magnetite. E de realcar que a lavagem das NPs modificadas, para
remocdao do excesso de metaloporfirina que n3do adsorveu fortemente as
nanoparticulas, se torna bastante facilitada devido as caracteristicas magnéticas deste

nanomaterial. Foram obtidos resultados similares para as FesO4NPs de 40 nm, os quais

sdao mostrados na figura 4.4.
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Figura 4.3 — Espetros de UV-visivel de nanoparticulas com tamanhos médios de 20 nm

de a) Au, b) e c) Fes04 antes (linha preta tracejado, eixo esquerdo dos yy) e depois da

modificacdo (linha vermelha, eixo direito dos yy) com a porfirina de Co e de Fe (CoP e

FeP) em solugdes organicas (etanol). Os espetros das porfirinas em solucdo (dissolvidas

em etanol) (linha preta, eixo esquerdo dos yy) também sdo apresentados.
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Figura 4.4 - Espetros de UV-visivel das porfirinas de Co (CoP) e de Fe (FeP) dissolvidas
em etanol (linha preta, eixo esquerdo dos yy), das nanoparticulas de Fes0; com
tamanhos médios de 40 nm antes (linha a tracejado, eixo esquerdo dos yy) e apds a

modificacdo (linha vermelha, eixo direito dos yy) com as metaloporfirinas.

Ao contrdrio das AuNPs, as FesO4NPs ndo sdo estabilizadas por ides citratos e
podem ligar-se de forma eficaz a acidos carboxilicos, logo a adsorg¢do de porfirinas de
Co e de Fe a este tipo de superficies devera ocorrer facilmente, comparativamente a
superficies de ouro. Observa-se uma banda de Soret mais estreita na presenga deste
tipo de nanoparticulas de 6xidos metdlicos, sugerindo uma menor agregacao entre as
NPs do que a que ocorre nas AuNPs, provavelmente devido a uma orientacao

apropriada/preferencial das porfirinas imobilizadas.

4.2 Desempenho eletrocatalitico

A atividade eletrocatalitica para a reducdo de oxigénio molecular de cada tipo de
elétrodo modificado foi avaliada numa solucdo de 0.1 M H,SO, saturada de ar
(concentracdo maxima de O, de 2.9 x 10" M [2]). O estudo foi efetuado por
voltametria ciclica a uma velocidade de varrimento de 20 mV s '. Sempre que

necessario, para remover O, dissolvido na solucdo eletrolitica, e assim comprovar os
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processos catddicos atribuidos a reducdo do oxigénio molecular, desarejou-se a
solugao com N; (2 99,9999%) durante um periodo de aproximadamente 60 minutos.

A figura 4.5 mostra os voltamogramas ciclicos da superficie de ouro sem
qualquer tipo de modificacdo e apds a funcionalizacdo com nanoparticulas de Au
(figura 4.5a) e Fes0,4 (figura 4.5b) imobilizadas em Au (111) usando o CS,. A superficie
do Au com orientacdo cristalografica (111) apresenta uma baixa catdlise para a ORR
[11, 20] e de fato, através da figura 4.5a verificou-se que no elétrodo de Au (111) nao
se detetou nenhum processo de reducdo, na gama de potencial estudada, que pudesse
ser atribuido a redugdo do oxigénio molecular. A ligacdao das nanoparticulas de Au e
Fe304 via CS, é confirmada a partir dos resultados eletroquimicos obtidos na presenca
de oxigénio, observando-se um pico catddico irreversivel em todos os elétrodos
modificados na presenca de nanoparticulas. As linhas a tracejado da figura 4.5
correspondem ao comportamento dos elétrodos modificados com nanoparticulas,
obtidos na auséncia de oxigénio, onde nado se verificou a presenga do pico catddico da

ORR. Neste tipo de ensaios apenas se estudou as AUNPs com 5 e 20 nm de diametro.
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Figura 4.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢ées de 0.1 M H,SO, arejadas e
desarejadas a 20 mV s': a) elétrodo de Au e elétrodo modificado com AuNPs (5, 20
nm) e CS; e b) elétrodo modificado com Fe3O4NPs (20 e 40 nm) e CS,. Representacdo

red |

grafica de |jp vs. v'? das superficies funcionalizadas com c) AuNPs/CS, e d)

Fe304NPs/CS, em solucdes de 0.1 M H,SO, arejadas.

Para os elétrodos modificados com AuNPs, observou-se um aumento da
densidade corrente do pico para as nanoparticulas maiores, no entanto o valor do
potencial de redugdo é muito préximo em ambas as superficies modificadas (EprEd =-
0.125e -0.105 V, para AuNPs de 20 e 5 nm, respetivamente). Nos elétrodos
modificados na presenga das nanoparticulas de Fe304 também se verificou o aumento
na densidade de corrente do pico catddico para as nanoparticulas de maior tamanho
mas, neste caso, acompanhado por um ligeiro desvio positivo no potencial do pico

red

catédico (E, = -0.100 V e -0.065 V para as FesO;NPs com 20 nm e 40 nm,

respetivamente). Este tipo de comportamento poderd ser atribuido a composicdo
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quimica das nanoparticulas de oxidos de ferro. Como referido anteriormente, o
parametro da célula das nanoparticulas de 40 nm é muito préximo ao determinado
para a magnetite pura, comparativamente ao verificado para as nanoparticulas de 20
nm. Em estudos anteriores [31] foi reportado que, a composicdo deste tipo de
nanoparticulas pode ser expressada como Fes; 04 devido a oxidagdao da superficie das
NPs, e em particular para as NPs de maior tamanho, o x pode ser muito préximo de
zero, aproximando-se o mais possivel da composi¢cdao da magnetite pura. A composi¢ao
das nanoparticulas de Fes,O, ira influenciar a sua condutividade elétrica e por esse
motivo a performance catalitica podera ser afetada. E de notar que, a condutividade
elétrica no Fe304 é elevada devido ao movimento rapido dos eletrdes entre o par
redox Fe’" e o Fe** nas posicdes octaédricas da estrutura da magnetite [31]. Assim,
este processo deverd ser minorado nas nanoparticulas mais oxidadas, o que justifica o
desempenho inferior das NPs de 20 nm, quando comparadas com as de 40 nm.

Tal como previsto para uma reagao eletroquimica controlada por transferéncia
de massa, verifica-se uma variacao linear entre as densidades de corrente do pico de
reducdo do oxigénio molecular, dissolvido em solucdo, e a raiz quadrada da velocidade
de varrimento de potencial (figura 4.5c e d). Este comportamento linear demostra
ainda a estabilidade dos elétrodos modificados pelas nanoparticulas de éxidos de ferro
durante os varrimentos de potencial em meio acido. A estabilidade observada nestas
condicbes de pH pode ser atribuida a formacdao espontanea de um revestimento
organico composto por moléculas de CS, a volta das NPs, que as protege da
degradacdo e a ligacdo estavel das NPs a superficie do elétrodo de Au (111). No
entanto, como mencionado anteriormente, o desempenho catalitico destes elétrodos
deverd ser melhorado com a incorporacdo de um centro organometalico com
reconhecida atividade catalitica para a reducdo do oxigénio. Os estudos seguintes
foram realizados com elétrodos modificados com nanoparticulas e metaloporfirinas de

cobalto e ferro.

Na figura 4.6a estdo representadas as respostas eletroquimicas para a ORR da
porfirina de CoP (CoP) imobilizada diretamente na superficie de Au (111) e das AuNPs
modificadas com CoP e CS, ao Au (111). O processo catddico registado a 0 mV
corresponde a reducdo do oxigénio no elétrodo modificado com CoP (na auséncia de

147



Capitulo 4 - Elétrodos modificados com nanoparticulas magnéticas e compostos organometalicos

nanoparticulas), revelando o efeito catalitico do macrociclo N4 comparado com a
resposta observada apenas para as AuNPs/CS, adsorvidas ao elétrodo (figura 4.5a).
Adicionalmente, as AuNPs de 5 nm modificadas com a CoP, mostram um desvio
positivo no valor de Ep'Ed, em comparagdo com ambos os sistemas, AuNPs (20 nm)/CoP
e CoP diretamente adsorvida no elétrodo. Estes resultados indicam um efeito sinérgico
entre as NPs e o derivado porfirindide de cobalto na facilitagdo da reagdo de redugao
do oxigénio. As correntes de reducdo observadas para o sistema AuNPs (20 nm)/CoP
sao aproximadamente 15% superiores as obtidas com as AuNPs de menor tamanho (5
nm),sugerindo a presenca de uma maior quantidade de porfirina adsorvida no
elétrodo quando preparado com AuNPs de 20 nm.

A figura 4.6b apresenta o comportamento eletroquimico dos elétrodos de Au
(1211) modificados com CoP, FesO4NPs de 20 ou 40 nm e CS,. A combinacdo deste tipo
de nanoparticulas de 6xidos metalicos com metaloporfirinas, nitidamente melhora o
desempenho eletrocatalitico do sistema, comparativamente as interfaces preparadas
na presenca de AuNPs. Em particular, para o elétrodo modificado com as

red

nanoparticulas de éxidos de ferro com 40 nm, o valor de E, " é 0.140 V, valor que é
significativamente mais positivo que nos outros sistemas (com ou sem NPs). Este
resultado pode ser explicado pela capacidade das nanoparticulas de magnetite menos
oxidadas (40 nm) de proporcionar mais locais para adsorcao e ativacao de O, [26] do

gue as nanoparticulas de menores dimensodes.
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Figura 4.6 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢ées de 0.1 M H,SO, (arejadas), a
v =20 mV s?, do Au(111) modificado com a) porfirina de Co (CoP), CS,/AuNPs (5, 20
nm)/CoP, b) CoP, CS,/ Fe3O4sNPs (20 e 40 nm)/CoP. O inset de cada figura
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correspondente a representagdo grafica da |jp vs. v’° para os elétrodos

modificados com porfirina/NPs /CS,.
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As respostas eletroquimicas da atividade catalitica do derivado de
deuteroporfirina de Fe (FeP) estudado neste trabalho conjugado com as
nanoparticulas (AuNPs de 20, 40 nm e FesO4NPs de 20, 40 nm) sdo apresentadas na
figura 4.7. Na auséncia de nanoparticulas, o elétrodo modificado com porfirina de Fe
(FeP) exibe um pico catddico largo a um potencial -0.030 V, que é préximo de valores
reportados na literatura para outras porfirinas de Fe adsorvidas em elétrodos de
carbono vitreo [35-37]. Em contraste com os resultados observados para a CoP, os
elétrodos modificados com AuNPs (20 ou 40 nm)/FeP e FesO4NPs (20 ou 40 nm)
exibem picos catédicos da ORR ao mesmo valor de potencial (= -0.000 V), apenas
ligeiramente mais positivo do que no elétrodo Au (111)/FeP. Contudo, foi registado um
aumento significativo da densidade de corrente quando se esta em presenca das NPs,
semelhante ao verificado nos sistemas com CoP. Estes resultados sugerem que, ao
contrario do que foi verificado na presenca da CoP e NPs, ndo se verifica nenhum
efeito sinérgico entre a FeP e as NPs que influencie o mecanismo da ORR.

Entre todos os sistemas estudados, o que apresentou a maior densidade de
corrente do pico catédico da ORR foram os elétrodos modificados com CS,/FesO4NPs
(40 nm) /FeP, o qual apresentam quase o dobro da corrente detetada usando as
mesmas nanoparticulas de Fes04 e a porfirina de Co. Este resultado constitui um forte
indicio de que a ORR devera ocorrer por um mecanismo diferente e mais rapido do
verificado com a CoP, talvez através de transferéncia de quatro eletrées, com a

formacdo de agua.
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Figura 4.7 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢ées de 0.1 M H,SO, (arejadas), a
v =20 mV s, do Au(111) modificado com a) porfirina de Fe (FeP), CS,/AuNPs (20 nm e
40 nm) e b) FeP, CS,/ FesO4NPs (20 e 40 nm)/FeP. O inset de cada figura
. redl 1/2

correspondente a representagdo grafica da |jp vs. v’'° para os elétrodos

modificados com porfirina/NPs /CS,.
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j/luA cm™

E de salientar que o CS, tem um papel crucial na ligacdo das nanoparticulas a
superficie do elétrodo. Ao testar a mesma metodologia, na auséncia de CS,, figura 4.8,
ndo foi detetado nenhum aumento das correntes cataliticas da reacdo de reducdo do
oxigénio, ou desvio de potencial, devido a presenca de NPs, comprovando-se assim a
importancia do CS, neste tipo funcionalizacdo de elétrodos de ouro. Estes resultados
indicam que, apesar de existir afinidade entre os acidos carboxilicos e a superficie de
ouro [29], a interacdo dos carboxilatos com as nanoparticulas de 6xidos metalicos
devera ser muito mais forte e, que sé em presenca do CS,, as nanoparticulas

funcionalizadas se ligam de uma forma estavel ao elétrodo.

04

a) CS,/Fe,O,NPs (40 nm)/CoP b) CS,/Fe,0,NPs (40 nm)/FeP
Fe,O,NPs (40 nm)CoP Fe,O,NPs (40 nm)/FeP
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Figura 4.8 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢bes de 0.1 M H,SO, (arejadas), a
v =20 mV s?, do Au(111) modificado com a) porfirina de Co (CoP), CS,/ FesO4NPs (40
nm)/CoP e b) porfirina de Fe (FeP), CS,/ FesO4NPs (40 nm)/FeP.

Como ilustrado nas figuras 4.6 e 4.7, as respostas entre as densidades de
corrente dos picos catddicos e a raiz quadrada da velocidade de varrimento de
potencial, indicam que a reacdo de reducdo do oxigénio é um processo controlado por
difusdo. Adicionalmente, a linearidade deste tipo de representacdao reforca a

estabilidade dos conjugados porfirina/NPs ligados ao Au (111), via CS,. Este
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comportamento é especialmente relevante nas nanoparticulas de Fe304 tendo em
conta a sua solubilidade/degradacdo em solugdes acidicas. Por esta razdo, tal como
mencionado na introducdo, recorre-se normalmente a formacdao de um revestimento
protetor para cobrir a superficie das nanoparticulas de Fe30,4 evitando a sua
degradacdao [27]. Consequentemente, para validar a estabilidade dos elétrodos
modificados com nanoparticulas de Fe304, CoP e CS; o seu desempenho catalitico para
ORR foi avaliado durante 24 h, numa solu¢do de 0.1 M de H,SO,4 através de
voltametria ciclica. Verifica-se que os valores de densidade de correntes obtidos sdo
bastante estdveis, ndo se observando um decréscimo significativo (inferior a 5%) meio
acido durante este periodo (figura 4.9). Este resultado denota claramente que a
presenca do CS, e das metaloporfirinas protege eficazmente as nanoparticulas de
Fes04 de se degradarem em condicoes de pH baixo, mantendo-as ligadas a superficie

do elétrodo.
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Figura 4.9 — Representacdo grafica da evolucdo do tempo do valor da densidade de
corrente do pico de redugdo no Au (111) /CS,/Fe304NPs (40 nm)/CoP (marcador preto)
e Au/CoP (marcador vermelho) em condig¢des de pH1 (0.1 M H,S04).

Para calcular o nimero de eletrdes transferidos nas reacdes de redugao do O,
foram seguidas duas abordagens reportadas na literatura. Na primeira recorreu-se aos

dados obtidos por voltametria ciclica e aplicando-se as equacdes 23 e 24, foi possivel
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determinar o numero de eletrdes (n) envolvidos na ORR, onde E;j;; é o potencial de
meia-onda e todos os outros simbolos tém o seu significado usual e ja descritos na
parte experimental deste trabalho e em literatura mencionada neste capitulo [9, 50-
52]. Assumindo Co = 2.9 x 10 M a 22°C [2] (concentracdo molar do oxigénio a 22°C) e

Do=1.7 x 10™ cm? s (coeficiente de difusdo do oxigénio na dgua a 22 °C) [2],

i, = 2.99 X 10° n(a)/2C;Dp*vY%  (eq.23)

LOSTRY — 2720V, 22°C (eq. 24)
aF a

|Ep - Ep/2| =

O numero de eletrdes estimado e que sdo transferidos da reacdo de reducao do O,
pela CoP adsorvida diretamente no elétrodo de Au (111) foi de 1.9, consistente com os
2 eletrdes transferidos na reacdo de reducao do O, a H,0,, jd observada para elétrodos
modificados com SAMs de porfirinas similares com grupos ancora dissulfureto [9] ou
acidos fosfénicos [11]. O numero de eletrdes estimado para a ORR no elétrodo
CS,/NPs/CoP foi também de aproximadamente 2, expectdvel para a conversdo
eletroquimica do O, a H,0; [9, 11].

O mesmo procedimento foi aplicado para determinar o numero de eletrées no
sistema Au (111) / FeP e o valor estimado foi préximo dos 3 eletrdes. De acordo com a
literatura [38, 39] a ORR para as porfirinas ou ftalocianinas de ferro ocorre via
transferéncia de 4 eletrdes. Este facto sugere que, para o elétrodo modificado com FeP
a ORR ocorre através de uma mistura de dois mecanismos: um por via da transferéncia
de 2 eletrdes formando H,0O, e o outro pela transferéncia de 4 eletrdes originando
H,O. Enquanto o primeiro mecanismo deve ser mediado pela FeP imobilizada, o
segundo terd lugar nos locais onde o Au ndo esta coberto de porfirina, em consonancia
com resultados reportados para outros macrociclos de ferro [38]. Esta interpretacado
pode também ser aplicada aos elétrodos modificados pela FeP e as AuNPs ligados a Au
(111) através de ligacdes CS,. Na presenca de AuNPs de 20 e de 40 nm, o numero de
eletrbes envolvidos na ORR é 3.1 e 3.5, respetivamente, indicando que ambas as
reacoes de reducdo (formando H,0;, ou H,0) tém um contributo na reducdo do O,. De

acordo com os valores estimados, o processo de reducdo via 4 eletrdes devera ter uma
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maior contribuicdo, o que podera estar relacionada com uma maior quantidade ou
mais acessibilidade de FeP na superficie.

Nos elétrodos funcionalizados com a FeP, na presenca de nanoparticulas de
Fes04 de 20 ou 40 nm foi calculado um valor préximo de 4 eletrdes para ambas as
superficies. Considerando que nos sistemas CS,/ FesO4NPs (20 e 40 nm), sem a
presenca de metaloporfirinas, apenas estdo envolvidos 2 eletrées na ORR (valores
calculados a partir das representagdes j, vs. v ilustradas na figuras 4.5b, foi possivel
concluir que com FesO4NPs na superficie, esta fica completamente coberta de
catalisador organometalico, neste caso a FeP, justificando os 4 eletrGes estimados.
Para todos os elétrodos modificados o valor do coeficiente de transferéncia eletrdnica,
a (equagdes 1 e 2), foi 0.5 +0.1.

A segunda abordagem, mais fina, para a determinacdo do numero de eletrdes
envolveu estudar o desempenho catalitico das superficies de Au modificadas por
voltametria linear em condi¢des hidrodinamicas, utilizando o elétrodo rotativo de
disco (RDE). Nas figuras 4.11 e 4.12 observa-se a evolugao das densidades de corrente
com a varia¢do do potencial de elétrodo registadas a diversas velocidades de rotacao,
numa solugdo 0.1 M de H,SO,, saturada de ar, para os elétrodos CS,/ FesO4NPs (40
nm)/ CoP e CS,/ FesO4NPs (40 nm)/FeP, respetivamente.

Como descrito no capitulo 2 deste trabalho (secdo 2.4.3), os valores da
densidade de corrente limite (j;m) obtidos para a reducdo do oxigénio por RDE podem
ser relacionados com os valores de densidade de corrente de Levich (je) € 0s valores
de densidade de corrente cinética (ji) através da equacdo (eq. 3 e 4, seccdo 2.4.3,
capitulo 2), como descrito na literatura [40-42]:

A partir das representacdes de Koutecky-Levich exibidas nas figuras 4.10b e
4.11b, foram observadas respostas lineares de j”m'l vs. w2 para ambos os sistemas
com declives de 1/(0.62nFCD¥3v/®) e intercecdes de 1/10°nFkC.

Os resultados obtidos por RDE foram concordantes com os obtidos através de
voltametria ciclica, ou seja, o nimero de eletrdoes estimado por cada abordagem foi
similar. Para o elétrodo de Au antes e apds a modificacdo pelo CS,, Fes04 NPs (40 nm)
e CoP obteve-se 2.3 e 2.2 eletrbes, respetivamente, confirmando a reducdo do O; a
H,0,. Nos elétrodos funcionalizados na presenca de CS,, FesO4NPs de 40 nm e da
porfirina de Fe, o nimero obtido foi de 3.9 eletrdes, indicando que a reducdo do O, é
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conseguida através do mecanismo mais rapido e energeticamente mais eficiente

produzindo-se H,0, o que esta concordante com outros estudos publicados

envolvendo macrociclos de ferro e nanomateriais [38, 43].

a)

-0.30 -0.15 0.00 0.15
e
1800 rpm

E/V vs. SCE
030 045
0.00

-0.20

-0.40

j/mA cm2

-0.60

-0.80

b)
- 6 =
'\“--- 5 y=17.159x+ 1.2288 _Dn 2.3

‘E R?=0.9957 e /'/0

o4 P E[ e n=2.2
T3 =
> &5)0 OAu
E1 VIBIONE 01522 & C5y/Fes0,NPs (40 nm)/CoP
=0

0 0.1 0.2 03

1/ w2 (s1)1/2

Figura 4.10 — a) Curvas de densidade de corrente vs. potencial para a reducao do O,

obtidas com o elétrodo rotativo de disco de Au policristalino, antes e apds a

modificacdo com CS,/Fes04NPs(40 nm)/CoP a diferentes velocidades de rotagdo, a v

20 mVs e em solugdo arejada de 0.1 M H,SO4; b) Representacdo das curvas Koutecky-

Levich calculadas para o elétrodo de Au policristalino limpo e modificado.
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Figura 4.11 — Curvas de densidade de corrente vs. potencial da reducdo do O, obtidas

com o elétrodo rotativo de disco de Au policristalino modificado com CS,/Fe304NPs(40

nm)/FeP a diferentes velocidades de rotacdo, a v = 20 mVs™ e em solucdo arejada de

0.1 M H,S0y4; b) Representacao das curvas Koutecky-Levich calculadas para o elétrodo

de Au policristalino modificado.
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Através das intercec¢des das representacdes de jim * Vs. w2 foi possivel calcular
a constante de velocidade aparente (k). O valor de k determinado para o elétrodo de
Au sem modificacdo foi de 1.3 x 102 cm s nos elétrodos modificados pelo CS,,
Fe;04NPs (40 nm) e as porfirinas Co de Fe, foram estimados valores de 8.5 x 10% cm s
e3.7x10%cms?, respetivamente.

A quantidade de metaloporfirina imobilizada nas superficies de ouro, na
presenca de nanoparticulas de ferro de 40 nm foi também determinada, obtendo-se
valores de 7.3 x 10" mol cm™ no elétrodo modificado com CoP e 6.9 x 10" mol cm™
no caso da FeP. Estes valores de cobertura superficial de catalisador foram
determinados a partir dos voltamogramas apresentados na figura 4.12, registados para
os elétrodos modificados numa solucdo desarejada de 0.1 M H,SO,. A integracdo da
area dos picos de reducdo, utilizando a equacdo 2 descrita na secdo 2.3.3 (capitulo 2),
correspondentes aos processos Co('”)/Co(”) [42](figura 4.13a ou Fe“”)/Fe(”) [37] (figura
4.12b). O comportamento linear observado entre j,{,”Ed e a velocidade de varrimento de
potencial (Figure 4.12 a’ e b’), indica que estes processos redox ndo sdo controlados
por transferéncia de massa, ou seja que os centros metdlicos estdo adsorvidos, de uma
forma estavel, a superficie do elétrodo.

Considerando as quantidades de catalisador (metaloporfirina) em cada
elétrodo, os valores de k obtidos para ambas as superficies sdo compardveis aos
descritos na literatura para este tipo de compostos inorganicos adsorvidos em grande
quantidade nos elétrodos (2.2 x 102 - 13.6 x10% cm s™) [36, 42, 44-46] e para outras
superficies funcionalizadas com metaloporfirinas e nanomateriais (2.2 x 10% cm s™)
[41]. Adicionalmente, o desempenho catalitico destas novas plataformas ¢é
significativamente melhor ao obtido para nanoparticulas de Pt adsorvidas em
elétrodos de carbono vitreo e similar a alcangada por agregados de nanoparticulas de

Pt com porfirina de Co formados pelo método de deposicdao camada-por-camada [2].
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Figura 4.12 — Voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados com CS,, Fe3O4NPs de
40 nm e a) porfirina de Co e b) porfirina de Fe, obtidos em solu¢ées de 0.1 M de H,SO4
desarejadas (borbulhando N, durante 60 min); v = 300 mV s *.Nas figuras a’ e b’ estd
representada a relacdo linear entre a densidade de corrente do pico de redu¢do com a

velocidade de varrimento.

Para complementar os ensaios de RDE e clarificar os produtos formados na
ORR, recorreu-se ao elétrodo rotativo de disco e anel (RRDE), investigando novamente
as superficies que apresentaram melhor resposta eletrocatalitica para a ORR. Na figura
4.13 estdo representadas as curvas da densidade de corrente obtida no disco vs.
potencial obtido para os elétrodos de Au policristalino modificados com CS,/Fe304NPs
(40 nm)/ CoP ou FeP. Estas curvas foram obtidas a uma velocidade de rota¢do de 180
rom, durante um varrimento de potencial do disco para valores negativos onde,
simultaneamente, foi medida a corrente obtida no anel, a um potencial de 0.9 V. Este
valor de potencial é suficiente para oxidar o H,0, a O,, caso este seja formado no
disco, ou seja, o H,0, é considerado um intermedidrio da ORR e por esse motivo pode
ser detetado neste tipo de ensaios experimentais, ajudando a definir o mecanismo

envolvido na reducdo do O, Foi observada uma corrente significativa no anel a valores
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de potencial menores que 0.2 V para a superficie modificada com CoP, correspondente
a oxidagdo do H,0, formado no disco. Em contraste, para a superficie de ouro
modificada com FeP apenas foram visiveis correntes insignificantes na mesma regido
de potencial, independentemente das correntes obtidas no disco serem mais elevadas.
Estes resultados provam definitivamente que apenas ocorreu formagao de H,0, como
produto na ORR no sistema com CoP, validando o nimero de eletrdes estimado a
partir das representagées de Koutecky - Levich e a partir da voltametria ciclica para os
dois sistemas.

Os estudos eletroquimicos em condi¢des hidrodinamicas confirmam, mais uma
vez, a ligacdo estavel dos nanocatalisadores (NPs/metaloporfirinas) a superficie de

ouro, pelo CS,, validando a metodologia inovadora que é apresentada neste trabalho.

Anel

T — 0
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Figura 4.13 — Curvas de densidade de corrente vs. potencial da reducdo do O, a obtidas
com o elétrodo rotativo de disco e anel de Au policristalino modificado com
CS,/Fe304NPs(40 nm)/CoP ou FeP, a 180 rpm, Visco = 20 mVs e em solucdo arejada de
0.1 M H3S04; Eaner = 0.9 V vs. SCE.
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Na figura 4.14 é apresentada uma compilacdo de valores (adquiridos em
ensaios independentes) de potenciais do pico de reducdo e das correspondentes
densidades de corrente de pico, obtidas através de um conjunto de ensaios
independentes para cada tipo de superficies modificadas. Como discutido
anteriormente, o elétrodo modificado com CS,, Fes04NPs (40 nm) e CoP exibiu valores
de potencial mais positivos do que as nanoparticulas de Fes0; com 20 nm e
nanoparticulas de Au de 20 nm modificadas por esta metaloporfirina. Por sua vez, o
elétrodo funcionalizado com a FeP e as nanoparticulas de Fe3;04 de 40 nm apresentou
as correntes mais elevadas para ORR. Os melhores resultados obtidos para as NPs de
maiores dimensdes podem ser explicados pela associacdo de dois fendmenos: pela
maior capacidade da magnetite menos oxidada em adsorver O, e facilitar a sua
conversao redox por possuir mais centros Fe?* na sua estrutura cristalina [19] e ainda
possivelmente pela maior quantidade de porfirina adsorvida no elétrodo (Au (111) +
NPs), considerando o nimero de particulas a superficie do elétrodo (imagens obtidos
por AFM).

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que as
nanoparticulas de 6xido de ferro de 40 nm podem ser consideradas como uma boa
alternativa nos materiais de catodo para a reacdo de reducdo de oxigénio,
comparativamente ao uso de metais nobres, mesmo em condi¢des acidicas, tendo em
conta o eficiente revestimento criado nas FesO4NPs pela metaloporfirina e CS,.
Demostrou-se também a utilidade e aptiddao da molécula de CS, para ligar de forma
estavel nanocatalisadores a superficies de ouro, mantendo ou melhorando as
propriedades deste tipo de catalisadores. Esta metodologia é considerada versatil

podendo ser aplicada no desenvolvimento de outros sistemas cataliticos de interesse.
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Figura 4.14 - Representagdo dos valores de |j, | vs Ep obtidos pelos

voltamogramas ciclicos dos elétrodos modificados exibidos nas figuras 4.5, 4.6 e 4.7.

4.3 Caracterizagao morfoldgica das superficies modificadas

Neste trabalho foi realizada uma analise morfolégica da superficie dos
elétrodos que apresentaram melhor resposta catalitica, pois como anteriormente
mencionado, a quantidade/distribuicdo de catalisador presente nas superficies dos
elétrodos tem uma grande influéncia no desempenho eletrocatalitico destes.

A figura 4.15a representa a superficie de Au (111) antes da sua modificacdo,
onde se pode visualizar os terracos monoatdmicos tipicos do Au com orientacdo
preferencial (111). Em todas as imagens topograficas foi observavel a presenca de
nanoparticulas dispersas em todas as superficies do Au (111) analisadas, sendo
possivel estimar um valor aproximado de NPs em cada elétrodo. A concentracdo

superficial das NPs estimada para todos os elétrodos modificados localiza-se entre 3 e
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5x10' NPs/cm®. Foi ainda possivel construir um histograma para cada amostra,
determinando-se o tamanho médio das NPs modificadas (figura 4.15). O diametro
médio obtido as AuNPs de 20 nm é ligeiramente superior aos valores obtidos em TEM
para estas AuNPs, o que corrobora a presenca da metaloporfirina na superficie da
nanoparticula. Verificou-se também a presenca de agregados de maiores dimensdes
(figura 4.15b) o que é consistente com a informacgao recolhida pelos espetros de UV-
visivel (figura 4.3a) da suspensdo coloidal das AuNPs funcionalizadas. Estes resultados
indicam que provavelmente a formacdo de agregados foi causada pelas interacdes ©
entre os aneis porfirindides que estdo ligados as nanoparticulas e/ou pela presenca do
CS,, permitindo que cada dtomo de enxofre se ligue a uma nanoparticula distinta.

No caso das nanoparticulas de Fes04 modificadas com CoP e FeP (figura 4.15c,
d, respetivamente), o tamanho médio das NPs imobilizadas é préximo ao obtido para
as FesO4NPs ndo modificadas (= 40 nm). Como observado nas imagens de TEM das
nanoparticulas de magnetite, estas NPs ndo sdao monodispersas como as AuNPs,
especialmente as de tamanho maior.

Os diametros teoricamente esperados para as NPs modificadas, considerando
gue provavelmente estardo ligadas 2 porfirinas horizontalmente em cada NP, sera de,
aproximadamente, 22.5 e 42.5 nm (= 1.25 nm por macrocilo, determinado recorrendo
ao programa ACD/ChemSketch) para as NPs de 20 e 40 nm, respetivamente,
corroborando os tamanhos médios estimados por AFM.

Assim, o método de preparagao dos elétrodos com estas NPs, podera favorecer
a adsorcdo de NPs mais pequenas, justificando o ndo aparecimento nas imagens de
AFM de NPs maiores. Os tamanhos médios estimados para as FesO4NPs refletem uma
menor agregacdo entre estas NPs do que a observada nas AuNPs, provavelmente
devido a maior afinidade entre os grupos COOH e as nanoparticulas de odxidos
metalicos [28], justificando a obtencdo de uma banda de Soret estreita nos espetros de

UV-visivel exibidos nas figuras 4.3 b, ce 4.4.
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Figura 4.15 — Imagens obtidas por AFM (750 x 750 nm?) a) do elétrodo de Au(111) sem
modificacdo, (z = 25 nm) e dos elétrodos modificados (z = 20 nm), b) CS, /AuNPs (20
nm)/CoP, c) CS,/Fe304NPs (40 nm)/CoP e d) CS, / FesO4NPs (40 nm)/FeP.

4.4 Imobilizagdao de nanoparticulas: dissulfureto de carbono versus 1,6-

hexanoditiol

Com o objetivo de reforcar a importancia do CS, como um ligante eficaz para a
imobilizar nanoparticulas em superficies de ouro, num sé passo, confrontou-se o
desempenho das superficies modificadas com o CS,, AuNPs, CoP com o obtido com a
superficie modificada com uma SAM de 1,6-hexanoditiol previamente formada em Au

(111), com posterior ligacdao das AuNPs modificadas com a CoP.
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Figura 4.16 — Esquema ilustrativo das estruturas formadas apds a modificacdo do
elétrodo com AuNPs funcionalizadas com porfirina de Co ligadas via CS, ou 1,6-

hexanoditiol.

A SAM de 1,6-hexanoditiol foi formada durante 15 min e, de seguida este
elétrodo modificado foi imerso numa solugdo contendo AuNPs (ou PtNPs) e
metaloporfirina (CoP ou derivado da vitamina Bj;). Foi selecionado um periodo de
adsorcdo curto pois ndo se pretendia ter uma monocamada muito compacta que
pudesse comprometer a dete¢do da reagao de redugdo de oxigénio.

A figura 4.17a exibe o comportamento eletroquimico de ambas as superficies
modifcadas (CS,/AuNPs/CoP e hexanoditiol (15 min)/AuNPs/CoP), preparadas em meio
organico. Observou-se um desvio positivo de potencial em ~ 100 mV para o elétrodo
preparado com CS, relativamente ao preparado com o 1,6-hexanoditiol. Esta resposta
catalitica a potenciais de reducdo mais positivos poderd estar relacionada com a
distancia que existe entre as nanoparticulas funcionalizadas e a superficie de ouro,
constatando-se que uma ligacdo mais curta, como a do CS,, favorece nitidamente a
ORR. A monocamada formada de CS,/AuNPs/CoP ndo devera ser tdo compacta como a
formada pelo 1,6-heaxnoditiol, pois devido a espontaneidade da reac¢do é de esperar
gue algumas moléculas de CS, estejam adsorvidas no elétrodo de ouro sem estarem

ligadas as nanoparticulas funcionalizadas, como foi também proposto no capitulo 3.
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Deste modo, estas moléculas deverdao criar um espacamento entre os centros

cataliticos adsorvidos as NPs facilitando a transferéncia eletrénica com o elétrodo.

a) b)
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Figura 4.17 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢des de 0.1 M H,SO, (arejadas), a
v =20 mV s?, do Au(111) modificado com porfirina de Co (CoP),a) hexanoditiol (15
min)/PtNPs (16 h), hexanoditiol (15 min)/PtNPs e CS,/PtNPs/CoP (16 h) b) CS,/ AuNPs
(20 nm)/CoP e hexanoditiol / AuUNPs (20 nm)/CoP.

Na figura 4.17b sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos para as
superficies modificadas com nanoparticulas de Pt com tamanhos médios de 3 nm e
CoP. Foi realizada também uma comparacdo mais direta entre o desempenho
catalitico das superficies modificadas com CS, e 1,6-hexanoditiol, uma vez que para
além da SAM do ditiol durante 15 min, foi também estudada a reacdo, num sé passo,
entre ditiol, PtNPs eCoP durante 16h. Através dos resultados obtidos, foi possivel
verificar que o melhor comportamento catalitico foi obtido para a superficie
modificada com CS,/PtNPs/CoP, constando-se que a forma¢do de uma monocamada
de alcanoditiol muito compacta (16 h de adsorcdo) origina uma inibicdo da resposta
catalitica para a ORR, comparativamente ao resultado obtido com apenas 15 min de

adsorcao.
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A aplicabilidade desta metodologia foi ainda estendida a outro composto

organometalico, um derivado da vitamina By, (B1,C105-SCyo) (figura 4.18).

Figura 4.18 — Estrutura em 3D da B;,C;0S-SCyo adsorvida na superficie de ouro.

Este composto foi especialmente sintetizado assimétrico, com um dissulfureto
contendo duas cadeias com 10 atomos de carbono, em que apenas uma delas estd
ligada a um centro catalitico de vitamina Bi,. O intuito foi construir SAMs mais
organizadas onde as macromoléculas tivessem algum espacamento entre si, e deste
modo desempenhar a sua atividade catalitica para a ORR. Através dos voltamogramas
ciclicos exibidos na figura 4.19a é possivel verificar que a resposta catalitica foi
significativamente melhorada na presenga das PtNPs, observando-se um aumento da
densidade de corrente e principalmente um desvio bastante positivo (~ 200 mV) no
E," relativamente ao elétrodo modificado com uma SAM de B1,C10S-SCso imobilizada
diretamente a superficie de ouro. Uma possivel explicagdo para este comportamento
serd o menor empacotamento molecular que ocorre a superficie das nanoparticulas de
Pt de pequena dimensao, face ao obtido numa SAM em ouro plano, podendo neste
ultimo caso haver uma obstrucdo a reducdo do oxigénio a superficie do elétrodo. Foi

também utilizada a SAM de 1,6-hexanoditiol (formada em 15 min).
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Figura 4.19 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdes de 0.1 M H,SO, (arejadas), a
v =20 mV s do Au(111) modificado com a) um derivado da vitamina By, (B12C10S-
SCy0), na presenca de PtNPs e CS,; b) com uma SAM de ditiol (formada em 15 minutos),

PtNPs e 812C105—5C10, eoAu (111)/C52/PtN PS/Blzclos-Sclo.

Comparou-se ainda o desempanho catalitico dos eléctrodos modificado com CS; ou
com uma SAM de 1,6-hexanoditiol (formada em 15 min). Na figura 4.19b, observa-se
gue a ORR é mais facilitada para a superficie modificada com CS, do que para o
elétrodo modificado com uma SAM de ditiol; no primeiro caso E,c,recl é detetado a 0.04
V, 50 mV mais positivo que o observado para a superficie com ditiol (-0.09 V). Com
estes resultados fica demonstrada a eficacia da metodologia e a importancia do CS,
neste tipo de estudos, constatando-se que quanto menor for a distancia entre os
centros cataliticos e o elétrodo, mais facilitada serd a transferéncia eletrénica e

consequentemente melhor o desempenho catalitico.

167



Capitulo 4 - Elétrodos modificados com nanoparticulas magnéticas e compostos organometalicos

4.5 Eletrocatdlise de nanoparticulas de MnFe,0, em meio basico

Foi também testada a rea¢do de reducdao do O, em meio bdsico, utilizando a

mesma metodologia de modificacdo. Estudou-se o desempenho catalitico das

superficies modificadas com CoP, CS; e nanoparticulas de MnFe,0,4, em NaOH (0.1 M).

Na figura 4.20 esta representada uma imagem de TEM (figura 4.20a) das

nanoparticulas de MnFe,04, que foram sintetizadas segundo um procedimento

semelhante as Fe304 e de acordo com o reportado [47] exibindo uma grande dispersao

de tamanhos. O tamanho médio observado para as NPs é préximo dos 20 nm. O

difratograma obtido (figura 4.20b) estd de acordo com o esperado e reportado para

uma amostra de MnFe;0,, indicando que os picos observados no difratograma sao

atribuidos a estrutura do tipo espinela [47].
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Figura 4.20 — Imagem de TEM e difratograma de raios-X das nanoparticulas de

MnFe,04 obtidas por precipitacdo, seguida de tratamento hidrotérmico (em autoclave)

de 6 horas a 150°C.

Os elétrodos modificados com CS,/MnFe,04NPs exibem uma resposta catalitica

para a ORR a - 0.33 V, potencial este que é desviado para valores mais positivos (E

- 0.24 V), apos a adsorcdo da CoP nas MnFe,04NPs. Esta resposta catalitica do elétrodo

modificado com as MnFe,0,4 funcionalizadas como CoP é também superior a obtida no

elétrodo modificado apenas com CoP (EprEd = -0.27 V). Os resultados obtidos pelos

elétrodos modificados com este tipo de nanoparticulas estdo préximos aos reportados
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por H. Zhu e colaboradores [19] com as MnFe,O4NPs depositadas em suportes de
carbono.

—— CS,/MnFe,0,NPs (20 nm) /CoP
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Figura 4.21 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢des de 0.1 M NaOH (arejadas), a
v =20 mV s?, do Au(111) modificado com porfirina de Co (CoP), CS,/ MnFe,04NPs (20
nm) e CS,/MnFe,04NPs (20 nm)/CoP.

Utilizando o mesmo procedimento, para calcular o numero de eletrdes
transferido na ORR, descrito na seccdo 2.4.3 do capitulo 2 (eq. 3 e 4), o numero de
eletrées estimado é de aproximadamente 2 para ambas as superficies
nanoestruturadas na presenca e auséncia de CoP (CS,/MnFe,0, e CS,/MnFe,04/CoP),
expectdvel para a reacdo de reducdo do O, em meio basico (sec¢do 1.3). Estes valores
sdo semelhantes aos observados para elétrodos modificados com a CoP.

Com estes resultados fica demonstrado, que a combinacdao deste tipo de
nanoparticulas de oxidos metdlicos com metaloporfirinas, nitidamente melhora o
desempenho eletrocatalitico do sistema, comparativamente as interfaces preparadas
apenas com a porfirina adsorvida diretamente na superficie de ouro. O efeito sinérgico
existente entre as NPs e os derivados porfirindide de cobalto facilita claramente a
reacao de reducdo do oxigénio.

Os resultados demonstraram que as nanoparticulas de éxido de metalicos, tipo
magnetite, podem ser consideradas como uma boa alternativa nos materiais de catodo
para a reacdo de reducdo de oxigénio, comparativamente ao uso de metais nobres,
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tanto em condi¢Ges acidicas ou basicas. O revestimento criado nas NPs pela
metaloporfirina e CS, garante a estabilidade das mesmas. A metodologia de um sé
passo usando o CS, revela-se, mais uma vez, como um método estdvel para ligar
nanoconjugados cataliticos a superficies de ouro, mantendo ou melhorando as suas

propriedades.
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Parte do trabalho apresentado neste capitulo é objeto do seguinte

artigo:

- I. Almeida, J.T. Marqués, W. Liu, Y. Niu, R.F.M. de Almeida, G. Jin, A.S. Viana,
“Phospholipid/cholesterol/decanethiol mixtures for direct assembly of immunosensing

interfaces”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 136 (2015) 997-1003
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Os biossensores sdo dispositivos analiticos que podem ser utilizados para
determinar alteracdes bioquimicas e fisioldgicas no ser humano, tornando-se desta
forma essencial o desenvolvimento de plataformas estdveis e sensiveis. Os
imunossensores usam moléculas ligantes (anticorpos) para formar uma superficie de
detecdo e detetam compostos-alvo (antigénios), obedecendo as interacGes bioldgicas
especificas. Como a preparacdo da superficie do imunossensor tem um papel crucial
no seu desempenho, é fundamental desenvolver plataformas que sejam simples,
eficazese estaveis para serem usadas como interfaces de bioreconhecimento [1, 2].

Como mencionado na introducdo desta tese, a adsor¢do nao especifica
juntamente com uma apropriada orientagao e distribuicao do biorecetor na superficie
sdo dois dos fatores mais importantes na obtencdo de um melhor desempenho de um
imunossensor. A formagdo de monocamadas auto-montadas (SAMs) de alcanotidis em
ouro é uma das estratégias de modificacdo de superficies mais populares empregues
na area dos imunossensores [3-5]. Se os grupos terminais da SAM forem grupos
carboxilicos ou grupos amina, estes podem ser usados para imobilizar covalentemente
biomoléculas apds um processo de ativacdao usando o N-hidroxisuccinimida (NHS) e o
N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) [6, 7]. Contudo, a formacdo de
ditiocarbamatos neste tipo de superficies, foi apresentada como alternativa as SAMs
de derivados de tidis na preparagao de plataformas para imunossensores [2], tendo
em conta que a formacdo dos DTC permite a ligacdo da biomolécula num sé passo,
sem a necessidade do uso de agentes de acoplamento.

O trabalho apresentado neste capitulo encontra-se dividido em duas partes:
i) modificacdo de superficies de ouro com base na reagdo CS,, proteina A, na presenca
de AuNPs (figura 5.1); ii) desenvolvimento de uma nova interface baseada na
deposicao direta de lipossomas contendo fosfolipidos e um derivado de um alcanotiol
(figura 5.14).

Para efeitos comparativos foram também realizados ensaios com a interface
CS,/proteina A. A Imunoglobulina G (IgG) humana, policlonal, foi usada como o
anticorpo que vai ser imobilizado para reconhecer/detetar especificamente o seu
antigénio (anti-lgG produzido em cabra, policlonal (Heavy (H) + Light (L), whole

molecule). A proteina A contém vdrios dominios de ligacdo ao IgG e interage
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especificamente com a por¢ao Fc do IgG, expondo a sua por¢cao Fab bioactiva para
reconhecer o Anti-IgG [8]. E comummente empregue para uma imobilizacdo orientada
de IgG e serd também utilizada na primeira parte do trabalho.

Foram empregues varias técnicas de caracterizagdao durante a execug¢ao do
trabalho: a elipsometria convencional, foi utilizada para medir os pardmetros
elipsométricos das superficies modificadas e estimar a espessura de filmes formados
apos cada passo de modificacdo na preparacdo da biointerface, incluindo a reacao
entre anticorpo/antigénio; a microscopia de forca atdomica (AFM), permitiu a
visualizacdo direta das superficies modificadas apds o processo de modificacdo e apds
a ligacdo dos anticorpos; a elipsometria ética de imagem (IE) e em modo de reflexao
interna total (TIRIE), bem como a ressonancia de plasmao de superficie (SPR), foram
selecionadas para efetuar os ensaios de bioreconhecimento, avaliando o desempenho

das plataformas imunossensoras preparadas.

5.1 Biofuncionalizagao de superficies nanoestruturadas de ouro com CS,

e Proteina A

A metodologia utilizada na modificacdo de superficie de ouro com base na
reacao entre o CS,, a proteina A e as AuNPs é ilustrada no esquema da figura 5.1.
Devido a espontaneidade desta reacao e considerando o que foi anteriormente
apresentado e discutido no capitulo 3, é possivel prever que se possam adsorver varias
estruturas na superficie de ouro, moléculas de CS, que ndo reagiram com 0s grupos

amina, estruturas de CS,/proteina A e de CS,/AuNPs/proteina A.
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Figura 5.1 — Esquema ilustrativo da metodologia usada na modificagdo de superficies
de ouro através da reacdo entre CS,, proteina A e AuNPs, para detetar fenédmenos de

reconhecimento bioldgico (anticorpo-antigénio).

A caracterizacdo da morfologia das superficies modificadas com
CS,/AuNPs/proteina A e CS,/proteina A, realizada por AFM, permitiu confirmar o
sucesso dos varios passos de modificacdo da superficie de ouro. Na figura 5.2
observou-se que ambas as superficies estdo cobertas apds a reacdo de modificacdo
com CS, e proteina A, na presenca e auséncia de NPs. Na superficie que contém
nanoparticulas visualizam-se estruturas globulares de maiores dimensdes (30-36 nm),
atribuidas a presenca das AuNPs (~ 20 nm de diametro) funcionalizadas com proteina
A. No elétrodo modificado pelo CS, /proteina A, detetou-se também a presenca de
estruturas esféricas de menores dimensdes (~ 20 nm) atribuidas a proteina A ligada ao
CS,. E ainda de assinalar que, estes glébulos com dimens&es na ordem dos 20 nm
(tendo em conta os efeitos da convulsdo da ponta utilizadas nas imagens de AFM, que
podem ampliar ligeiramente o didmetro do enzima [9], atribuidos a proteina A,
também sdo visiveis em muitas zonas da imagem do elétrodo modificado com NPs.
Estes deverdo corresponder a existéncia de CS,/proteina A que se adsorveram
diretamente ao ouro plano, consequéncia da espontaneidade da metodologia

empregue, como é ilustrado no esquema da figura 5.1.
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a) b)

Figura 5.2 — Imagens de AFM (500 x 500 nm?) e correspondente perfil topografico das

superficies modificadas com a) CS,/AuNPs/proteina A e b) CS,/proteina A.

O desempenho das plataformas CS,/AuNPs/proteina A e CS,/proteina A para a
detecdo da reacdo de bioreconhecimento IgG /Anti-IgG foi avaliado por elipsometria
convencional, IE, SPR e TIRIE. Para este efeito foi necessdrio atestar a capacidade
destas interfaces em inibir as interacées ndo-especificas que possam ocorrer na
superficie, e para tal foi utilizado um tampao com um agente bloqueador (Blocking
Buffer, BB) a base de caseina. Foi ainda usado, durante os ensaios de SPR e TIRIE,
0.05% de um surfactante Tween-20 (PBST) no tampao fosfato [10], de forma a reduzir
também a adsor¢do fisica de proteinas.

Na figura 5.3 sdo apresentados resultados de SPR obtidos para as superficies
funcionalizadas com CS, (Figura 5.3a) e CS,/proteina A (figura 5.3b). Na superficie
modificada com CS,, apds se injetar a solugdo com Anti-IgG (100 pug/ml) e a respetiva
lavagem do canal da célula de SPR, ndo se observou a ligacdo a biomolécula a
superficie pois os valores de RU apds a lavagem com PBST diminuiram até ao valor
inicial (~ 0 RU). E de notar que o aumento do sinal de SPR observado apés a chegada
do 1gG a célula reacional, e que decresce apds lavagem com PBST, é apenas devido a
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alteracdo do indice de refracdo das solucdes (PBST e solugdo com o IgG). De seguida foi
injetada a solugdo de BB, observando-se um enorme aumento do sinal ético, e logo de
seguida uma diminui¢do abrupta destes valores, devido a lavagem com PBST. Como se
constata, os valores ndo retornaram imediatamente ao valor inicial, no entanto, e
mesmo depois de ter sido testada também a interagdo do IgG (100 ug/mL), o sinal de
SPR vai-se aproximando de 0 com o decorrer do tempo, indicando que esta interface
inibe as interagdes ndo especificas, um dos requisitos mais importantes na preparagao
de imunossensores. Ja na superficie modificada com CS, e proteina A observou-se um
aumento da resposta de SPR apds a interagao do IgG (181 RU) e do anti-IgG (282 RU),
estimando-se uma razdo Anti-IgG/IgG de 1.6 (tabela 5.1).

a) b)
800 - 800 -
PBST
s 500 | ! = 600 | An?l-IgG PB?T
= [
= B8 IgG = 16
-9 [-% | i
i - | wn
%400 | Anti-IgG @ 400
o | ©
= % =
= £
@ 200 | . PBST | PBST @ 200 -
0 T T 1 0 T T T T T
0 50 100 150 200 0 10 20 30 40 50

Tempo (min)

Tempo (min)

Figura 5.3 — Sinal de SPR registado em tempo-real da interacdo da IgG (ou anti-
IgG) no elétrodo modificado com a) CS; e b) CS,/proteina A. Na superficie modificada

apenas com CS,, foi também testada a adsorcdo ndo-especifica desta interface

utilizando o BB.
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Tabela 5.1 - Valores da variacdo do sinal de SPR (figura 5.3 e 5.4) em unidades relativas
(ARU) obtidos para as superficies modificadas e apds a ligacao do IgG e do Anti-IgG. A

razdo entre os valores de RU do Anti-IgG e da IgG é também apresentada.

Superficies ARU
modificadas IgG Anti-IgG Anti-lgG/1gG
cs,
CS,/proteina A 181 282 1.6
CS,/AuNPs/proteina A 201 429 2.1
AuNPs/proteina A 371 279 0.8

Na presenca de AuNPs (figura 5.4), observou-se um significativo aumento no
valor da intensidade do sinal de SPR quando o IgG interage com a superficie
modificada CS,/AuNPs/proteina A, indicando que se ligaram mais moléculas de IgG a
proteina A, quando comparado ao elétrodo modificado com apenas CS,/proteina A,
pois, mesmo apods a lavagem com PBST, ndo se registou qualquer alteracdo de sinal,
indicando que a variacdo de sinal observada é devido a ligacdo forte do 1gG a proteina
A. Consequentemente, a quantidade de moléculas de Anti-IgG que conseguiu reagir
com a superficie também foi superior, comparativamente a interface CS,/proteina A,
determinando-se uma razdo Anti-IgG/IgG de ~ 2 (tabela 5.1). Este resultado indica que
nesta configuracdo de superficie, com nanoparticulas 1 IgG conseguiu detetar 2
moléculas de Anti-IgG.

Em contrapartida, no resultado exibido na figura 5.4b, foi possivel observar que
na superficie modificada com AuNPs/proteina A, na auséncia portanto de CS,, apds a
interacdo do IgG, o sinal aumentou 371 RU, enquanto, que com a ligacdo do Anti-lgG
apenas sofreu um aumento de 279 RU (razdo Anti-IgG/IgG = 0.8, tabela 5.1). Este
resultado indica que poderd ter ocorrido alguma adsor¢dao nao-especifica do IgG na
superficie das AuNPs e/ou na superficie de ouro (figura 5.5) causando uma diminuicdo

na eficiéncia de detecdo especifica do Anti-IgG.
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Figura 5.4 — Sinal de SPR adquirido em tempo-real da interagdao do IgG e do Anti-IgG

nos elétrodos modificados com proteina A e AuNPs, na a) presenca e b) auséncia de

CS,.

Com estes resultados fica demonstrado que o papel do CS, neste tipo de
metodologias é fundamental, tanto na prevencdo de intera¢gdes ndo-especificas nas
AuNPs como na superficie de ouro plana, como também em criar espacamento entre
as estruturas de CS,/proteina A para uma adsor¢do de moléculas de IgG mais
orientada e capaz de ser sensivel a detegdao do Anti-IgG (figura 5.5).

Os esquemas representados na figura 5.5 foram propostos para demonstrar as
possiveis estruturas/adsorbatos que poderdo ser formados por esta metodologia de
um soO passo, na auséncia (figura 5.5a) e presenca de CS, (figura 5.5b) e as provaveis

ligacOes especificas e ndao-especificas que poderdo ocorrer na superficie das AuNPs.
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Figura 5.5 — Estruturas ilustrativas do tipo de ligacdes que podem ocorrer entre as

AuNPs, proteina A, 1gG e o Anti-IgG na a) auséncia e b) presenca de CS,.
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Foram também efetuadas medicdes elipsométricas para determinar os
parametros elipsométricos (W,A) e posteriormente determinar a espessura dos filmes
(df) formados apods a reacdo de modificacdo com CS,, proteina A com e sem AuNPs e
apos a ligacdo dos anticorpos (IgG e posteriormente Anti-IgG). Os resultados obtidos
por esta técnica sdo apresentados na tabela 5.2. Inicialmente foram medidos os
parametros W,A do substrato, que permitem analiticamente determinar as
propriedades dielétricas do substrato limpo (ns, ks). Apds a modificacdo do elétrodo,
foram medidos novamente o W e o A correspondentes ao novo sistema formado sobre
o substrato cujas propriedades o6ticas intrinsecas foram |a determinadas. Considerando
gue este sistema pode ser descrito pelo modelo de trés camadas homogéneas
(substrato-filme-meio ambiente) e assumindo um valor para a componente real do
indice de refracao dos filmes de 1.5 (reportado para um filme de proteina depositado
num substrato metdlico)[11], como mencionado na se¢do 2.4.4 do capitulo 2, foi
possivel estimar valores aproximados de espessuras apds cada passo.

No elétrodo modificado com CS, e proteina A, a espessura Otica estimada é de
1.47 nm, enquanto no elétrodo modificado por CS,, Proteina A e AuNPs é de 3.75 nm
(tabela 5.2), assumindo o mesmo indice de refracdo para os dois filmes. Esta op¢do (ns
fixo independentemente da natureza do filme) é suportada pela evolucdo do valor do
coeficiente de extincdo determinado a medida que a complexidade da camada
aumenta. Com efeito, na auséncia de nanoparticulas de ouro, os filmes formados de
natureza puramente organica revelam-se muito pouco absorsores (0.03<k<0.13). Com
a incorporacdo de nanoparticulas de ouro (sistema CS,/AuNPs/Proteina A) o valor de k
aumenta, fruto da forte absorcdo por parte das NPs. No entanto, apds intera¢cdo com a
IgG e posteriormente com a Anti-IgG os valores do coeficiente de extingdao diminuem,
o que revela que as propriedades dticas do filme sdo, na sua globalidade, basicamente
determinadas pela natureza da componente organica da camada, validando assim a
escolha de um valor de n fixo determinado para filmes de semelhante natureza.

Através dos valores de espessura dos filmes formados foi estimada uma razao
Anti-IgG/IgG de 1.7 e 1.9 para as superficies CS,/proteina A e CS,/AuNPs/proteina A,

respetivamente, coerentes com os determinados por SPR (tabela 5.1).
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Tabela 5.2 - Valores de W e A medidos a ¢ =702 (A= 632.8 nm) e espessuras Oticas dos
filmes (dy) e de coeficientes de extinsdo (k) obtidos para as superficies modificadas com
CS,/proteina A e CS,/AuNPs/proteina A. O valor da variagdo da espessura (Ady foi

determinado apds a interagdo da 1gG e apds a interagdao com o Anti-IgG para cada

superficie.
Superficies w/e Al° di/ nm Ady/ nm k

Au * 43.76 £ 0.03 109.51+0.13 - -

CS, / proteina A * 43.61+0.01 107.58+0.04 1.77%0.07 - 0.145 £ 0.007
CS, / proteina A/ IgG * 43.63+0.01 105.68+0.02 3.63+0.09 1.86 0.076 £ 0.003
CS, / proteina A / IgG / anti-lgG * 43.66+£0.01 102.42+0.07 6.92+0.25 3.29 0.047 £ 0.004
Au 43.69+0.02 109.13+0.23 - -

CS, /AuNPs/ proteina A 43.06+0.20 106.55+0.39 3.75%0.15 - 0.351 £ 0.007
CS, /AuNPs/ proteina A/ IgG 43.40+0.04 103.69+0.23 6.71%+0.07 2.96 0.122 £ 0.001
CS,/AuNPs/proteina A/IgG/ anti-IgG 43.46 + 0.05 98.55+0.05 12.32+0.07 5.61 0.081 £ 0.001

*[2].

Uma das razbes pela qual as AuNPs foram introduzidas na reacdo de
modificacdo dos substratos de ouro baseia-se no fendmeno de ressonancia de plasmao
de superficie, caracteristico destes nanomateriais, que podera conduzir ao aumento da
resposta SPR. Nos ensaios de elipsometria convencional e de SPR, o comprimento de
onda da luz incidente usado foi de 632.8 nm e entre 630-670 nm, respetivamente. No
entanto, para excitar o plasmdo de superficie das AuNPs, (em particular, as de
tamanho médio de 20 nm), o comprimento de onda deverd ser préximo de 520 nm
[12]. Logo, e como se pode observar pelos valores de W e A obtidos num elipsdmetro
espectroscépico (elipsémetro VASE criado por J.A. Woollam Co. (Lincoln, Nebraska),
para as superficies de Au/CS,/AuNPs (figura 5.6a) e Au (figura 5.6b) apresentados na
figura 5.6 (registados a varios angulos de incidéncia), ndo existe variacdo significativa
destes parametros elipsométricos, nos valores de comprimento de onda utilizados nas
duas técnicas dticas, indicando que possivelmente este facto ndo influenciou os
resultados obtidos. A diferenca mais significativa entre as duas superficies é o valor de
W que é inferior na superficie modificada com NPs. Este comportamento corrobora os

dados de elipsometria convencional apresentadas na tabela 5.2. Apds a imobilizacao
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das NPs deu-se um decréscimo acentuado do valor de W, comprovando assim a sua
presenca nos elétrodos modificados. Assim verifica-se que a vantagem de ter
nanoparticulas de ouro na superficie deverd decorrer principalmente da maior area

superficial.
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Figura 5.6 — Valores de W e A medidos por elipsometria a vdrios angulos de incidéncia

para as superficies a) Au/CS,/AuNPs e b) Au.

Foram realizados ensaios de SPR para estudar a sensibilidade da interface
CS,/AuNPs/proteina A apds a interacdo do IgG para detetar o Anti-IgG a concentragdes
inferiores a 100 pg/mL (660 nM). O sinal de SPR obtido é apresentado na figura 5.7,
onde é possivel constatar que a partir da concentragdo de 6.6 nM (1 pg/mL) o
imunossensor ja responde, ou seja, as moléculas de IgG imobilizadas reconhecem
especificamente algumas moléculas de Anti-IgG. Apds a adicdo de uma solucdo mais
concentrada de IgG (66 nM, 10 pg/mL), o sinal aumenta abruptamente (cinética da
reacdo é rapida) (ARU = 462), relativamente ao sinal apds a interacdo do 1gG (ARU =

180).
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Figura 5.7 — Sinal de SPR adquirido em tempo-real da interagao do 1gG (660 nM) e do
Anti-lgG a diferentes concentragdes (6.6-66 nM), na superficie modificada com AuNPs,

CS,, proteina A.

Neste trabalho foram ainda realizados estudos de IE e de TIRIE em dois
equipamentos desenvolvidos no Institute of Mechanics, Chinese Academy of Sciences
em Beijing, de forma a complementar os estudos de SPR e elipsometria convencional.
Estas técnicas oticas sdao bastante poderosas para estudos de filmes organicos finos
transparentes, pouco absorsores, pois por serem muitos sensiveis a intensidade da luz,
analisam cada ponto da superficie com uma elevada resolugao axial, expressa numa

escala de cinzentos (Grayscale).

Na figura 5.8 sdo mostrados os resultados obtidos por elipsometria de imagem
da superficie de ouro funcionalizada com CS,/AuNPs/proteina A, e apds a intera¢do do
IgG e do Anti-IgG. Verificou-se que apds cada passo de modificagcdo, hd uma variacdo
da escala, a superficie vai adquirindo uma cor cinzento mais claro, indicando um
aumento de espessura correspondente a imobilizacdo das biomoléculas, G. Jin e seus
colaboradores [13] reportaram alguns dos primeiros estudos realizados pela mesma

técnica otica sobre a imobilizacdo de proteinas em superficies de silica, descrevendo
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que, a intensidade detetada (I) e a espessura do filme (d¢) se relacionam segundo a

seguinte equacao (eq. 15),
| = k x d (eq. 15)

sendo o k uma constante [14].
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Figura 5.8 — Imagens (2D e 3D) obtidas por elipsometria de imagem para as superficies

modificadas com CS,/AuNPs/proteina A, e apds a incubagdo com IgG e Anti-IgG.

Deste modo, a espessura dos filmes caraterizados por esta técnica ndo é
diretamente proporcional a intensidade (grayscale) obtida em cada imagem. Contudo,
as diferencas entre os valores de grayscale medidos nas superficies modificadas
(tabela 5.3) permitem comparar os valores obtidos apds a liga¢do do IgG e do Anti-IgG,
estimando-se uma razdo Anti-lgG/I1gG de 2.6, valor este ligeiramente superior ao
determinado através dos resultados de SPR para a mesma superficie (2.1) mas préximo
do esperado se considerarmos uma proporcao Anti-IgG:lgG de 2:1, na reagdo de

bioreconhecimento.
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Tabela 5.3 — Valores de grayscale e razdo Anti-lgG/IgG obtidos a partir das imagens

mostradas na figura 5.9

s Hici Grayscale AGrayscale Anti-
uperficies 19G/1gG
Au 48.11 - -
CS, / AuNPs/proteina A 50.31 2.20
CS, / Protein A/ 55.80 5.49
AuNPs/ IgG
2.6
Cs, / Protein A/ 70.21 14.41

AuNPs/ IgG / Anti-IgG

Através dos ensaios de TIRIE pretendeu-se avaliar o desempenho em tempo-
real (inibicdo das interacdes ndo-especificas e a reacdo de bioreconhecimento) da
interface Au/CS,/AuNPs/Proteina A. Esta técnica permite estudar varias reagGes ao
mesmo tempo, em diferentes canais, utilizando a mesma superficie de ouro, pois o
sistema microfluidico possui um conjunto de 24 células reacionais.

Na figura 5.9a sdo apresentadas as curvas de TIRIE adquiridas em tempo-real
para a superficie modificada com CS,, proteina A e AuNPs, apds a interacdo do I1gG e do
Anti- IgG. Inicialmente, para avaliar a inibicdo das intera¢gdes ndo especificas nesta
superficie modificada, foi adicionado BB no sistema microfluidico. Este é removido
quase na totalidade, ficando apenas algumas moléculas de caseina adsorvidas
fisicamente ou inespecificamente ao Au modificado. E de salientar que o ouro usado
nestes ensaios de TIRIE é mais rugoso que o usado nas experiéncias de SPR
(rugosidade (rms) Autirie = 2.69 nm; Auspr = 1.32 nm), o que podera facilitar a adsorcao
ndo-especificas de algumas moléculas do BB neste tipo de superficies, caso a cobertura
de CS, ndo seja tdo uniforme. Apds a interacdo do IgG verificou-se um aumento
significativo do sinal dtico, devido a mudanca do indice de refracdo das solucdes,
contudo apéds lavagem da superficie com PBST, ainda se registou uma diferenca de

valores na grayscale (Agrayscale) de 2680, que devera ser atribuido a ligacdo especifica
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do 1gG as moléculas de proteina A. Para comprovar que, apds a incubacdo do IgG, ja
nao existem locais disponiveis para ligagdes nao-especificas, foi injetado novamente
BB, observando-se que este é totalmente removido. A diferenca obtida para o sinal
Otico apds a ligacao do Anti-IgG foi 8480, verificando-se também que estas moléculas
se encontram ligadas fortemente ao IgG. E de notar que a capacidade de
bioreconhecimento do Anti-IgG é um bom indicador da bioatividade de IgG e da

sensibilidade da biointerface para reconhecer fenédmenos de bioespecificidade.

a) b)
PBST

14000

2000 - PBEST

v
12000 - Ig:G

PBST

10000 H
8000

6000

Grayscale

4000 -

2000 -

] 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 5.9 - Curvas de TIRIE adquiridas em tempo-real da intera¢do de a) I1gG e Anti-IgG

e b) Anti-IgG e IgG, na superficie modificada com CS,/AuNPs/proteina A.

Para confirmar que as moléculas de Anti-IgG se ligam ao IgG especificamente e
ndo a proteina A foi efetuado um ensaio de TIRIE, usando a mesma superficie
modificada (CS,/AuNPs/proteina A) fazendo reagir primeiro o Anti-IgG e sé depois o
IgG (figura 5.9b). Observou-se que existem diferencas nos valores de Agrayscale, pois
foram obtidos menores valores para a interacdo do Anti-IgG e maiores para o IgG. Na
tabela 5.4 sdo apresentadas as razbes entre as grayscale do Anti-lgG/1gG, tendo sido
estimados valores de 3 e 0.7 para a superficie modificada com CS,/AuNPs/proteina A,

apos a interacdo do IgG ou do Anti-IgG a proteina A, respetivamente.
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Tabela 5.4 - Valores estimados da variacdo do grayscale obtidos para a superficie
modificada com CS,, AuNPs e proteina A, apds a interacdo do IgG e Anti-IgG, e vice-

versa, e a razao entre os valores de grayscale do Anti-IgG e da IgG.

Superficie de Au AGrayscale
BB 1gG Anti-lgG Razdo
CS, / Protein A /AuNPs 880 2680 8480 3.1
Anti-lgG lgG
CS, / Protein A / AuNPs 800 2104 3270 0.7

Os resultados obtidos por elipsometria convencional, SPR, TIRIE, elipsometria
de imagem, TIRIE, sdo consistentes entre si, demostrando que a metodologia de um sé
passo, envolvendo a reacdao entre o CS,, Proteina A, na presenga de AuNPs, é viavel
para imobilizar anticorpos de forma orientada, de forma a detetar especificamente o
respetivo antigénio. O IgG é policlonal mas o seu fragmento Fc tem afinidade para a
proteina A, facilitando uma imobilizacdo orientada na superficie modificada [8].
Considerando que nestes ensaios se utilizou um Anti-IgG policlonal (Heavy+Light), isto
é, pode reagir tanto com porc¢des do fragmento Fc mais pesado (H) como com o mais
leve (L, F(ab’)2/Fab) dos IgGs imobilizados, pode-se assumir que 2 Anti-IgG’s se liguem
a 1 1gG imobilizado possivelmente pelos fragmentos Fab’s, pois o Fc estara ligado a
proteina A.

E de realgar que espontaneidade da reacdo entre CS,, AuNPs, proteina A
origina também a adsorcdo de moléculas de CS, e CS,/proteina A (figura 5.1) que sdo

fundamentais na inibicdo da adsorgdo nao-especifica de proteinas.

Utilizando a metodologia de uma sé passo de modificacdo de superficies de
ouro com CS; e proteina A e aproveitando as potencialidades da técnica de TIRIE foram
ainda realizados alguns ensaios preliminares envolvendo a funcionalizacdo de
nanoparticulas magnéticas de Fes04 com o Anti-IgG (reacdo entre a solucdo de Anti-

IgG (10 pg/mL) e a solugdo de FesO4NPs (1 mg/mL), durante 2h em solugdo de tampao
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fosfato), como ilustrado no esquema da figura 5.10, com o intuito de aumentar o sinal
Otico correspondente a reacdao de bioreconhecimento. Este tipo de nanoparticulas
magnéticas tem sido utilizado para a imobilizacdo de biomoléculas, como referido no
capitulo 3 (secdo 3.2), devido as suas caracteristicas particulares, tais como, excelente

biocompatibilidade e propriedades magnéticas e claro elevada area superficial [15].

Fe;0,NPs 3
v I1gG x L s x

v

N
N I roN
CS, +NH —_—> C SN
P e ——— L e ——

Figura 5.10 — Esquema ilustrativo da metodologia usada na modificagdao de
superficies de ouro através da reacdo do CS,, proteina A para ligacdo do anticorpo

(IgG) e de nanoparticulas de Fe304 funcionalizadas com Anti-IgG.

Na figura 5.11 é possivel observar as curvas obtidas por TIRIE da superficie
modificada com CS,/proteina A, observando que apds a inje¢do do BB e lavagem com
o PBST, os valores de grayscale ndao retomaram o valor inicial, indicando que deverao
ter-se ligado algumas moléculas de caseina a superficie do ouro, demonstrando, mais
uma vez, que estas superficies poderdao favorecer alguma adsorcao de proteinas,
ligadas ndo-especificamente. Contudo, verificou-se que apds a ligacdo do IgG (100
ug/mL) obtiveram-se valores de grayscale, esperados para uma imobilizacdo especifica
de IgG na proteina A. No passo seguinte foram injetadas trés solucdes diferentes em
trés células distintas no sistema microfluidico: solugdo de Anti-IgG (10 pg/mL) +
Fe3O4NPs (célula a); solugdo de Anti-IgG (10 ug/mL) (célula b); solu¢do de PBST com
Fe3sO4NPs (célula c). Observou-se que ap6s a introducdo da solucdo contendo apenas
nanoparticulas de magnetite ndo se registou qualquer alteracao do sinal de grayscale
(~ 0), ao contrario do observado apés a interacdo do IgG com as solu¢cbes contendo o
antigénio, Anti-lgG (Agrayscale = 5890) e Anti-lgG+Fe3O4NPs (Agrayscale = 7911)
(tabela 5.5).
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Apesar de ser visivel que o sinal de grayscale entre o IgG e Anti-IgG ainda ndo
teria estabilizado este aumento é atribuido a ligacdo do Anti-IgG ao IgG, constatando-
se que apesar da razdo entre Anti-IgG/IgG ser semelhante nos dois canais, a cinética da
reacdo é mais rapida na presenca de nanoparticulas de Fes04+Anti-IgG, relativamente
a observada para a solugdao contendo apenas Anti-IgG. Estes resultados levam a que
seja necessario explorar outras metodologias de modificacdo deste tipo de NPs para

aumentar a sensibilidade da plataforma na detecao de anticorpos.

a. Anti-IgG+Fe;O,4NPs
12000 ~ b. Anti-IgG
c. Fe;O,NPs

10000 -
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60 80
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Figura 5.11 — Curvas de TIRIE adquiridas em tempo-real da interacao do IgG e das
solucbes de Anti-lgG+Fe3s04NPs (a), Anti-IlgG (b) e FesO4NPs (c), na superficie

modificada com CS,/proteina A.
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Tabela 5.5 - Valores estimados da variacdo do grayscale obtidos para a superficie
modificada com CS,/proteina A, apds a interacdo do BB, IgG e das solugdes de Anti-

IlgG/Fe304NPs (a), Anti-IgG (b) e FesO4NPs (c).

AGrayscale
CS,/proteina A BB G a. Anti-1gG +NPs
b. Anti-IgG
c. NPs
Canal a. 800 2870 7911
Canal b. 800 2113 5890
Canal c. 900 2739 0

Com o objetivo de preparar plataformas imunossensoras biologicamente mais
favoraveis, tem-se recorrido a utilizacdo de sistemas modelo de biomembranas (por
exemplo, bicamadas lipidicas) para funcionalizar superficies de ouro, criando interfaces
ativamente disponiveis e adequadas para o acoplamento de anticorpos.

De seguida sdo explorados dois procedimentos de modificacdo de superficies

de ouro com base na formacgdo de bicamadas lipidicas suportadas.

5.2 Bicamadas lipidicas suportadas em ouro

As membranas bioldgicas apresentam na sua constituicdo uma grande
diversidade de lipidos e proteinas. A composi¢ao particular de cada membrana reflete
as diferentes fungbes associadas a essa biomembrana [16-18]. As diferentes interacdes
lipido-lipido, lipido-proteina e proteina-proteina que se estabelecem nas
biomembranas sdo responsaveis pelas propriedades fisicas que as caracterizam, como
a fluidez, a carga ou a curvatura [19, 20]. Como as interacdes e propriedades referidas
sdao muito dificeis de estudar em membranas biolégicas, recorre-se frequentemente a
sistemas modelo que mimetizam algumas das propriedades das biomembranas, sem

apresentar o mesmo grau de complexidade, e.g. [21-24]. Os sistemas modelo mais
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comuns sdo as monocamadas, lipossomas e as bicamadas suportadas e podem ser
preparados com lipidos puros, misturas de lipidos ou misturas lipido-proteina [16, 25].
As bicamadas lipidicas suportadas (SLB) foram o sistema modelo utilizado neste
trabalho e foram preparadas pelo método de fusdo de vesiculas. Hd dois mecanismos
propostos para explicar a formagdo de uma bicamada sobre um suporte sélido a partir
do método de fusdo de vesiculas [26]. As vesiculas adsorvem a superficie do substrato,
fundem-se e sofrem a rutura formando uma bicamada; ou as vesiculas fundem-se,
adsorvem ao substrato e sofrem a rutura formando a bicamada. A adsorcdo das
vesiculas é melhorada por interagdes eletrostaticas com o substrato, a sua fusdo
depende do seu tamanho, pelo que quanto menores mais eficaz serd este processo, no
entanto, em superficies de ouro, a presenca de vesiculas de maior tamanho provou ser
essencial para que este processo ocorresse de forma eficiente e também para gerar
bicamadas que se estendem por toda a superficie do elétrodo obtendo-se, assim, um
grande cobertura de superficie. A rutura das vesiculas é mais facilmente desencadeada
pela presenca de Ca?* (por exemplo, na solucdo de tamp3do Hepes, na forma de CaCl,),
pelo aumento de temperatura e de pressdao osmoética [26]. A presenca deste ido é
determinante quando se pretende preparar SLB em superficies carregadas
negativamente, como a mica ou ouro modificado com SAM contendo grupos
carboxilicos, uma vez que se estabelece uma ponte eletrostdtica entre o grupo fosfato
presente na cabeca dos fosfolipidos e a superficie do substrato, aumentando desta
forma a interagdo vesicula-substrato e, assim, favorecendo os processos que levam a
formacdo da bicamada [27]. No caso de superficies de ouro ndo modificado é
necessario que a deposicdo de vesiculas ocorra na auséncia de sal (por exemplo, NaCl),
pelo que este sal deverd estar ausente do tampdo. A presenca de ides cloreto na
solucdo ird diminuir ndo sé a interagdo intervesiculas como também a interacdo
vesicula-substrato, isto porque, o CI" liga ao grupo trimetilamina (carregado
positivamente) presente nas cabecas polares dos fosfolipidos, acabando por anular,
até certa extensdo, a carga deste grupo trimetilamina. Por outro lado, se a superficie
de ouro estiver modificada, por exemplo com uma SAM de COOH (MUA), é necessario
a presenca do ido Ca®, pois este vai mediar a interacdo entre os grupos negativos

(COO’) da SAM e os grupos PO, da fosfatidilcolina [28].
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O uso de interfaces baseadas em lipidos para biossensores é uma metodologia
que tem vindo a revelar-se bastante promissora pois possibilita a criagdo de um
ambiente biomimético, ideal para “acomodar” outras moléculas e/ou macromoléculas
biolégicas, como enzimas e anticorpos. Este tipo de interfaces sdao biocompativeis,
impedem a desnaturacdo da proteina de transducdo que pode ocorrer apds contacto
com a superficie do metal e podem inibir a ligacdo nao-especifica [29-36]. Esta acao é
devido a presenca de grupos fosfatidilcolinas, os quais ndo tém grande tendéncia para
se ligar a outras biomoléculas, prevenindo a adsorc¢ao ndo especifica.

Uma das caracteristicas limitantes deste tipo de sistemas tem sido a
estabilidade da bicamada lipidica suportada (SLB), em particular, quando depositada
diretamente em ouro e por isso tém sido usadas abordagens mais complexas que
utilizam moléculas sintetizadas, nomeadamente, tiolipidos [34, 37] com derivados de
polietileno glicol (PEG) [38, 39], lipidios biotinilados [37, 39-41] ou outros sistemas
ancorados de SAMs [42, 43].

Neste trabalho foi descrita uma nova e simples metodologia para preparar
interfaces imunossensoras baseadas na deposicdo de bicamadas lipidicas em ouro,
usando lipidos comuns (um fosfolipido (1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-fosfocolina, DPPC)
e colesterol) e um alcanotiol. O uso deste tipo de lipidos, que permite beneficiar das
suas propriedades biofisicas e quimicas e, conjuntamente com a incorpora¢dao de uma
pequena percentagem do decanotiol na SLB, é uma enorme vantagem,
comparativamente, por exemplo, ao uso de tiolipidos sintetizados.

As carateristicas biofisicas dos lipidos dependem do seu estado fisico na
membrana, que é interpretado por um diagrama de fases, tendo em conta a sua
temperatura de fusdao [44]. Neste trabalho foi utilizada uma mistura bindria
DPPC/colesterol (70:30). O diagrama de fases desta mistura mostra que as proporgdes
molares de lipidos usados no sistema estdo na fase liquido ordenado [21, 45-47],
apresentando uma grande resisténcia [48] mecanica e um grande empacotamento
molecular, sendo ao mesmo tempo um fluido. Esta fluidez ndo sé permitird a dinamica
funcional adequada as proteinas mas também facilita a formacdo de uma bicamada
lipidica plana e continua a partir de vesiculas de lipidos. A fase liquido ordenado é a
mais representativa da membrana plasmatica em células humanas e é muito estdvel

em relacdo a mudancas de temperatura e pressao [44, 45, 47].
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Foram testados dois procedimentos para desenvolver este tipo de interfaces: i)
a preparacdo de uma mistura binaria de DPPC/colesterol (70:30) e a sua deposi¢do na
superficie de ouro pré-modificado com uma SAM de MUA (figura 5.15); ii)
incorporacdao de um pequeno volume de um derivado de um alcanotiol, na mistura
bindria DPPC/colesterol, numa propor¢do de 65:30:5 (DPPC/colesterol/decanotiol)
(figura 5.17). As estruturas do DPPC e colesterol, encontram-se no capitulo 2, sec¢do
2.1 (figura 2.2). As vesiculas preparadas contém 5% de decanotiol, com o intuito de
promover uma ligacdo forte e estavel da bicamada a superficie do ouro, como
representado na figura 5.17. O desempenho das plataformas preparadas foi avaliado
pela capacidade de inibir o estabelecimento de interacdes nao especificas e através da
eficiéncia da reacdo de bioreconhecimento entre algG humana (que funcionard como
antigénio) e o anticorpo Anti-lgG humana preparado em cabra, recorrendo as técnicas

de SPR, elipsometria e AFM.

5.2.1 Ouro previamente modificado por uma SAM de Aacido

mercaptoundecandico

A bicamada lipidica foi depositada numa superficie de Au que foi previamente
modificada com uma SAM de acido mercaptoundecandico (MUA) (figura 5.15), SAM
esta que é tipicamente usada para este fim [28, 33, 49]. Como referido anteriormente,
uma superficie de ouro modificada por uma SAM com grupos terminais com carga
negativa, como é o caso da MUA, é uma superficie hidrofilica, carregada
negativamente a pH 7, logo s vai interagir com as cabecas dos fosfolipidos (PO4), na
presenca de Ca?*. Estas interagdes s3ao maioritariamente electroestaticas. Como
exemplificado no esquema da figura 5.15, obtém-se uma superficie de ouro
modificada com a SAM e apds a deposicao dos lipidos as fosfatidilcolinas que ficam no

folheto superior/externo, deverdo inibir as adsor¢es ndo-especificas de proteinas.
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Figura 5.15 - llustracdo grafica da deposicdo da bicamada lipidica (DPPC/Colesterol
70:30 mol%) suportada em Au modificado por uma SAM de MUA.

Por outro lado, o COO- estabelece interacdes eletrostaticas com proteinas que
também deverao estar carregadas a este pH, como se verifica no sensograma da figura
5.16a. Verificou-se, como esperado, que a SAM MUA interage significativamente com
o 1gG, muito provavelmente através de ligacBes eletrostdticas, estimando-se
elipsometricamente que a espessura (dy) da camada de proteina que interagiu com a
SAM e que permaneceu adsorvida na superficie, apds lavagem com tampao Hepes e
agua, foi de = 3.4 nm (tabela 5.8). A adsor¢do nao especifica da IgG ocorre também em
ouro sem qualquer modificacdo, mas em menor extensao, d = 2.1 nm [6].Contudo, os
resultados de SPR mostram claramente que apds a deposi¢cdao da bicamada lipidica
DPPC/colesterol (70:30) no Au modificado com MUA (figura 5.16b) ndo ha
praticamente alteracdo nas unidades RU quando o IgG ou a BSA (albumina de soro de
bovino, utilizada para avaliar a adsorcdo de ligacbes ndo especificas) sdo injetados na
célula e principalmente apds o passo de lavagem com PBS. Este comportamento
indica, portanto, que a bicamada lipidica inibe as interacbes ndo especificas com
proteinas (IgG e BSA) (figura 5.16b). Para complementar estes resultados, a espessura
da SLB foi estimada por elipsometria obtendo-se valores de, aproximadamente, 5.2
nm, o que estd de acordo com o esperado e reportado para bicamadas suportadas em
ouro[28].Foi ainda possivel detetar que apenas uma quantidade insignificante (Ads ™
0.2 nm) de IgG fica adsorvida desta SLB (tabela 5.8), corroborando a informacao

recolhida por SPR.
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Estes resultados demonstraram que a bicamada lipidica DPPC/colesterol revela
ser bastante eficiente na inibicdo de adsorcbes fisicas indesejadas, ndo sendo
necessario o uso de agentes bloqueadores. Em estudos anteriores reportados foi
descrito uma capacidade parcial dos lipidos de impedir as adsor¢des ndo-
especificas[50, 51] noutro tipo de substratos, tais como Poli(dimetilsiloxano)[52],

Poli(metilmetacrilato)[50]ou silicone[51] e até em ouro [53].

Au-MUA Au-MUA/ SLB (DPPC/colesterol 70:30)
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Figura 5.16 — Curvas de SPR adquiridas em tempo-real da interacdo de a) IgG com o
Au/MUA; b) 1gG ou BSA e c) BB com a SLB (DPPC/Col (70:30 mol%)) depositada no Au
modificado com MUA.

Outra carateristica fundamental das plataformas preparadas com base em
bicamadas lipidicas é a sua estabilidade em solucdo, uma vez que alguns autores
reportaram que o lipido é removido apds a simples lavagem com tampao fosfato [50].
A figura 5.16¢c mostra a evolucdo da resposta de SPR apds o contato com a solucdo de
proteinas, demonstrando que a estabilidade da SLB (DPPC/colesterol,70:30) na
superficie de Au modificado com MUA foi corrompida, apds a passagem de solugdes
com concentracldes elevadas de proteinas, como é o caso do agente bloqueador
tampdo a base de caseina (BB). Verificou-se um decréscimo significativo no sinal de

SPR (figura 5.16c), constando-se que a SLB depositada na Au/MUA devera ter sido
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removida. As principais forcas que intervém na ligacdo da SLB com o Au modificado
com MUA s3o interagdes eletrostaticas, que poderdo ter sido quebradas apds a

passagem da solucdo de BB.

Tabela 5.8 — Valores estimados de espessura (d) e de coeficiente de extensdo (k)
obtidos para o Au (111) modificado com as SAMs de tidis puras, a SLB
(DPPC/colesterol, 70:30mol%) formada no Au/MUA, e a SLB
(DPPC/colesterol/decanotiol, 65:30:5 mol%). O valor da variacdo da espessura (Ad)
apos a interacdo da IgG para cada plataforma e apds a interacdo do anti-IgG com a
superficie de Au/SLB (DPPC/colesterol/decanotiol) apds ativagdo também sdo
apresentados na tabela 5.8, assumindo valores de n do filme entre 1.48 - 1.5[11, 28,

54, 55].

ELIPSOMETRIA

Superficie modificada SLB IgG Anti-IgG
d; /nm k Ad;/nm k Ad; [ nm k
Au-MUA 0.8+0.1 0.05+0.02 3.44+0.5 0.09+0.02 - -
Au-decanotiol 0.6+0.1 0.06%+0.04 3.6+£0.7 0.11+0.02 - -

Au-MUA/SLB (DPPC/Col) 52409 0.04+0.02 0.2+01 0.03+0.02 - -

Au-DPPC/Col/decanetiol
sem ativagdo
Au-DPPC/Col/decanetiol
com ativacao

554+0.6 0.03+0.03 0.1+0.1 0.03+0.02 - -

55+0.6 0.03+0.03 3.5+06 0.03+001 7.0+06 0.03+0.01

5.2.2 Deposi¢cao direta de lipossomas de misturas lipidicas contendo

DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 mol%)

Para aumentar a estabilidade das bicamadas lipidicas suportadas em superficies
de ouro foi incorporado 5 % de decanetiol na mistura de DPPC e colesterol, permitindo
formar diretamente sobre ouro uma SLB suportada com um grupo ancora, o tiol (figura
5.17). Neste caso, as moléculas de decanotiol diluidas na membrana podem

estabelecer uma forte interacdo entre o enxofre e o Au, juntamente com as interacdes
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de van der Waals entre as cadeias adjacentes dos lipidos, promovendo uma estavel

adesdo da SLB a superficie.

Vesiculas unilamelares grandes (LUVs 400 nm)

(

-

DPPC él-decannlinl & colesterol « H,O0

Figura 5.17 - llustracdo gréfica da deposicdio da bicamada lipidica
(DPPC/Colesterol/decanotiol 65:30:5 mol%) suportada em Au, com posterior ligacdo
dolgG e do anti-lgG. Considerando a grande afinidade dos grupos tiol para as
superficies metalicas, particularmente com o Au, é razodvel assumir que, embora o
decanotiol possa estar simetricamente distribuido entre os dois folhetos da bicamada,
a maior parte daquele que se encontra no folheto de cima é transferido para o folheto

de baixo.

Na figura 5.18a observa-se que o sinal de SPR obtido apds a passagem de IgG
numa superficie de ouro modificada com uma SAM de 1-decanotiol, demonstrando
gue a SAM nado previne a adsorcao de interagdes nao-especificas de 1gG, consistente
com o valor de espessura obtido para a SAM apds incubacdo do IgG, por elipsometria

(df= 3.6 nm, tabela 5.8).
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a) Au-decanotiol b) Au-SLB (DPPC/colesteraol/decanotiol 65:30:5 )
PBS
a00 , 8@ | 400 1
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Figura 5.18 — Curvas de SPR adquiridas em tempo-real da mostrando a intera¢do de a)

lgG com o Au/decanotiol, b) IgG ou BB com a Au/SLB (DPPC/colesterol/decanotiol
65:30:5).

Considerando a forte e reconhecida afinidade entre o grupo tiol e o Au, é
esperado que nesta bicamada lipidica a maioria das moléculas de decanotiol estejam
no folheto inferior da bicamada, ocorrendo a transferéncia da maior parte das
moléculas de decanetiol presentes no folheto superior para o inferior durante a
modificacdo da superficie de ouro. A figura 5.19 mostra o estudo por desadsorcdo
redutiva ao elétrodo de Au (111) modificado com DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5
mol%).

E observado um pico catédico a ~ -1.12 V, préximo do reportado para o
processo de desadsorcdo redutiva de SAMs de derivados de alcanotidis [56]. Apds a
integracdo da area do pico de reducao (atribuido a quebra da ligacdo Au-S) estimou-se
uma cobertura de superficie de ~ 3.0 x 10™ mol cm™, indicando que possivelmente o

folheto inferior tem uma percentagem de tiol aproximadamente de 8 %.
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Figura 5.19 - Voltamograma ciclico do elétrodo modificado com

DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5) em 0.1 M NaOH, a 20 mVs ™.

Esta suposicdo é sustentada pela eficiente protecdo da interface SLB-tiol contra
as interagGes ndo especificas com as proteinas (IgG e BB) (figura 5.18b), uma vez que
se esperava que 0s grupos tidis pudessem interagir com estas. Note-se que, mesmo
guando o BB foi adicionado, ocorreu uma alteracao insignificante no sinal de SPR, apds
a lavagem com PBS. Os parametros elipsométricos determinados por elipsometria
suportam estes resultados, visto que ndo foram detetadas alteragdes significativas da
espessura do filme (tabela 5.8). Estes resultados reforcam a capacidade da SLB para
prevenir a adsorcdo ndo especifica de proteinas e a sua estabilidade a passagem de
solucdes de proteinas altamente concentradas durante um fluxo continuo de solucao.

Com este método de deposicdo de lipidos obteve-se uma bicamada continua,
plana e compacta na superficie de Au, como confirmado por AFM e elipsometria. A
espessura da bicamada formada foi de aproximadamente 5.5 nm (tabela 5.8), o que
estd de acordo com os valores anteriormente obtidos para bicamadas suportadas em
Au [28, 33], incluindo a de DPPC/colesterol [57, 58]. Adicionalmente, a inibicdo de
adsorcoes nao-especificas é dependente da total cobertura da superficie do Au, pela

SLB, ndo sendo necessario a pré-modificacdo da superficie ou o recurso a tiolipidos.
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A analise da morfologia das superficies de Au modificadas foi realizada por
AFM. As imagens apresentadas na figura 5.20 (a-d) mostram a formag¢do de uma
bicamada lipidica plana, sem vesiculas ndo fundidas (aproximadamente 400 nm de
didametro) e sem defeitos na superficie de Au. Estas superficies modificadas com a SLB
(DPPC/colesterol/decanotiol) foram usadas para os ensaios de SPR (figura 5.20a e b) e
elipsometria (figura 5.20c e d) e exibem propriedades morfolégicas distintas. Os
substratos de Au (111) usados em AFM e elipsometria j4 demonstraram possuirem
boas caracteristicas para a deposicao de SLB [28, 59], pois os terragos monoatdmicos
exibidos, também na figura 5.20c, facilitam a deposicdo de bicamadas continuas,
planas e compactas. O substrato de Au usado nas experiéncias de SPR apresenta uma
superficie constituida por granulos com, aproximadamente, 15-20 nm (figura
5.20a)[32]. Apesar da rugosidade deste tipo de substratos, Rms = 1.712 nm numa darea
de 700 x 700 nm?, ser maior do que que os Au (111), com Rms = 0.502 nm numa area
de 700 x 700 nm?, respetivamente, é manifestamente visivel que os glébulos do Au de
SPR ficam cobertos e por isso menos evidentes, devido a deposicdo da bicamada
lipidica. A auséncia de vesiculas ndo fundidas (estruturas mais globulares) nas
superficies modificadas em conjunto com os resultados obtidos por elipsometria e SPR,
permitem afirmar que, com este sistema de trés componentes
DPPC/colesterol/decanotiol, foi possivel obter uma bicamada, continua e plana na
superficie do Au, a qual é responsavel pela inibicdo do estabelecimento de intera¢des

ndo especificas[28].
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Figura 5.20 — Imagens topograficas de AFM (700 x 700 nm?) dos substratos de ouro
utilizados em SPR a) antes e b) apds a deposi¢do da SLB (DPPC/colesterol/decanotiol,
65:30:5 mol%). As imagens da superficie de ouro usadas nas experiencias de AFM e
elipsometria antes e depois da modificagdo com a SLB estdo representadas, c)
superficie do Au (111), d) Au (111)/ SLB (DPPC/colesterol/decanotiol) e apds interagdo

com o e) IgG e o f) anti-IgG.

Um dos objetivos centrais na preparagao deste tipo de plataformas foi o de
avaliar a capacidade de reconhecer fendmenos de bioespecificidade entre um
anticorpo e um antigénio. Com este intuito, avaliou-se a hipdtese de os grupos fosfatos
dos fosfolipidos poderem ser ativados quimicamente pelo EDC e o NHS, tal como foi

realizado anteriormente para ativar os grupos fosfatos das cadeias de DNA[60] para
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ligar grupos terminais amina, utilizando o agente de acoplamento EDC. Na figura 5.21 é
apresentada uma proposta da reagao possivel para o processo de ativa¢do dos grupos

fosfatos da fosfatidilcolina pelos agentes ativantes EDC/NHS.

0. PR
\_NH "\;P\ o /O_R1
(0] (0] =~
N EDC o ] NHS 4 TP NH,-R o—R;
R, ~° ~¢7 R T H/ RR —— /<N—O/ (|) — OQP/\
/ S T2 \ { /’
0 © =0 R, Ry~ NH (T

—Nr+ R,
o

Figura 5.21 — Reacdo de ativacdo dos grupos fosfatos dos fosfolipidos.

No entanto, esta abordagem nunca tinha sido usada em grupos fosfatos de
fosfolipidos depositados em superficies de Au, para serem usadas como interfaces
para imunossensores. O sucesso desta metodologia simplifica drasticamente a
complexidade da interface para a imobilizacdo covalente de biomoléculas, uma vez
gue ndo serd necessario introduzir moléculas espacadas na bicamada contendo grupos
adequados a esta funcionalizacdo. Apds a reagdo quimica, com os compostos quimicos
EDC/NHS, uma percentagem de grupos fosfato ficardo disponiveis para reagir com os
grupos amino da molécula de IgG, permitindo o acoplamento covalente entre a
bicamada e o antigénio (neste caso, o IgG).

Apds a reacdo de ativacao da superficie modificada, esta foi colocada na célula
do SPR e apds a passagem de solucdo tampao fosfato, foi injetada a solucdo de IgG. Em
contraste com o resultado mostrado na figura 5.18b, apds o processo de ativacao com
o EDC/NHS, foi verificado um aumento significativo do sinal de SPR (ARU = 186, figura
5.22a versus ARU = 0, figura 5.18b), seguido de uma resposta estavel, onde se atingiu
um patamar (figura 5.18a). O sinal de SPR permaneceu inalterado depois da lavagem
com tampado fosfato, mostrando que a interacdo entre o IgG e a bicamada lipidica é
muito robusta. A interacdo do anti-IgG com o IgG originou um novo aumento no sinal
de SPR (ARU = 390), atribuido a reacdo de bioreconhecimento entre
anticorpo/antigénio. E de notar que ndo foram detetadas alteracdes significativas no
sinal de SPR apds a passagem de PBS com 0.05 % de Tween 20 na superficie de Au com

a SLB ou com a SLB/IgG/anti-IgG (figura inserida na figura 5.22a). Estes resultados sdo
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de extrema importancia pois ndo s6 comprovam a estabilidade da SLB em Au apds a
passagem de uma pequena percentagem de surfactante mas também que apenas
ocorreram as interagdes especificas entre o anti-IgG e o IgG. Estes resultados reforcam
a vantagem de utilizar bicamadas lipidicas na fase liquido ordenado, em particular de
DPPC / colesterol, pois nesta fase a SLB apresenta-se muito mais estavel e resistente a
solubilizacdo com detergente do que a maioria das bicamadas lipidicas em fase fluido.
As medidas elipsométricas (figura 5.22b, c, tabela 5.8) efetuadas no Au (111)
modificado com DPPC/colesterol/decanetiol (65:30:5 mol %) também demonstraram,
através dos valores de espessura estimados, a inibicdo da adsor¢do nao especifica, pois
a variagdo de espessuras, apos a reag¢ao do IgG, foi quase insignificante (Adf= 0.1 nm).
No entanto, apds a ativacao dos grupos fosfatos da SLB e ligacdo do IgG a espessura do
filme aumentou para cerca de 3.5 nm. Apds a interacdo do anti-IgG verificou-se um
acréscimo no valor da espessura para Ady = 7 nm, o que expressa o reconhecimento de
cerca de duas moléculas de anti-IgG para uma de IgG, confirmando a capacidade desta
plataforma para detetar reacdes de bioreconhecimento entre o anticorpo/antigénio.
Como mencionado na sec¢ao 5.1 deste capitulo, utilizou-se um anti-IgG
policlonal (Heavy (H) + Light (L)), isto é, pode reagir tanto com porc¢ées do fragmento
Fc mais pesado (H;Fc) e mais leve (L; F(ab’)2/Fab) dos IgGs imobilizados. Deste modo é
esperado que 2 anti-IgGs se liguem a 1 1gG imobilizado. A razdo entre anti-IgG / 1gG
detetada por SPR e elipsometria foi elevada, o que confirma a efetiva e bivalente
ligacdo entre o anticorpo e o antigénio, demonstrando que esta simples metodologia
poderd favorecer uma orientacdo preferencial dos anticorpos imobilizados. Esta
ligacdo multivalente também sugere que existe espaco suficiente entre os IgGs, nao

havendo impedimento estereoquimico causado pela formacdo da camada.
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Figura 5.22 - Curva de SPR em tempo-real mostrando a interacdo 1gG / anti-IgG nesta
plataforma Au-SLB (DPPC:Col:decanotiol, 65:30:5) apds a ativacao dos grupos fostatos
dos fosfolipidos pela EDC/NHS; O inset da figura mostra os resultados de SPR obtidos
para duas interfaces: A- Au/SLB/IgG/Anti-IgG, and B- Au/SLB, ambos lavados com PBS
contendo 0.05% Tween 20; b) representacdo grafica dos valores das espessuras
terminados por elipsometria para cada passo da modificacdo da superficie do Au

(média * desvio padrao).

As imagens de AFM das superficies de Au modificadas apés a ligacdao do IgG
(figura 5.20e) e da interacdo especifica dos anti-lgGs (figura 5.20f) mostraram a
presenca de estruturas globulares com aproximadamente 20 nm de diametro apés a
incubacdo do IgG, e agregados maiores apds a ligacdo do anti-lgG. Esta andlise
morfoldgica corrobora a elevada razao detetada, por SPR e elipsometria, entre o anti-
IgG / 1gG.

A metodologia aqui descrita para preparar as interfaces lipidicas é inovadora,
pois foi a primeira vez que se utilizou vesiculas com multiplos componentes, um
fosfolipido comum (DPPC), colesterol e decanetiol para formar uma bicamada plana e
uniforme em ouro. Existe um estudo que descreve a deposicdo de lipossomas com
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uma percentagem de um alcanotiol em ouro[61], no entanto, os autores usaram um
sistema binario composto por glicolipidos e uma alta concentracdo de tiol (30 mol %),
0 que originou a adsor¢do de vesiculas intactas que ndo fundiram, bem visivel nas

imagens de AFM da literatura mencionada.

Neste trabalho foi apresentada uma interface baseada em bicamadas lipidicas,
que combina um numero de importantes carateristicas para o desenvolvimento de
superficies para biossensores: i) ambiente biomimético, ii) uso de reagentes comuns e
disponiveis comercialmente, iii) preparagao simples, iv) capacidade para bloquear as
interacdes nao-especificas com proteinas séricas, v) estabilidade da bicamada lipidica
suportada em ouro num fluxo continuo de solugdes tampdo (mesmo na presenca de
surfactantes) ou solugdes de proteinas muito concentradas, e finalmente, vi) ativacao
direta de bicamadas lipidicas para o acoplamento covalente da proteina de interesse.

A simplicidade deste método, devido ao facto de todos os componentes da
bicamada lipidica serem misturados em conjunto, sem a necessidade de modificacdo
da superficie anterior ou a adicdo de componentes adicionais, tais como agentes de
blogqueio, torna esta interface DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 mol%) uma
alternativa atrativa para ser utilizada como um biossensor baseado em bicamadas
lipidicas. Adicionalmente, o acoplamento direto dos anticorpos aos grupos fosfatos das

cabecas dos fosfolipidos aumenta ainda mais o potencial desta plataforma.
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Neste trabalho de investigagdo pretendeu-se explorar novas metodologias de
modificagdo quimica de superficies simples, versateis e eficazes, conjugando a
formacao in situ de ditiocarbamatos e nanomateriais com o intuito de avaliar a sua
aplicabilidade como biossensores eletroquimicos.

A modificacdo de superficies de ouro envolvendo um sé passo reacional foi
conseguida com sucesso, quer em meio aquoso quer em meio organico. Esta
modificacdo resultou da reacdo entre dissulfureto de carbono, nanoparticulas de ouro
(com dimensdes médias de 5 e 20 nm) e compostos simples contendo grupos amina, a
epinefrina e um aminodcido. Este método assenta na forte afinidade entre dtomos de
enxofre e superficies metalicas, nomeadamente o ouro, e na reagao espontanea entre
o CS, e aminas.

A caraterizagao por voltametria ciclica demonstrou nao s6 a estabilidade das
superficies modificadas com nanomateriais como também o aumento significativo na
guantidade de composto alvo imobilizado, consequéncia direta do aumento da darea
superficial. Foi também observado um desvio negativo do valor de potencial em que
ocorrem os processos redox, o qual parece ser indicativo de uma transferéncia
eletrénica facilitada pelos nanomateriais condutores.

Através das atividades realizadas no presente trabalho de investigacao, foi
possivel comprovar a formag¢ao de ditiocarbamatos por desadsor¢dao eletroquimica
redutiva, bem como estimar o recobrimento relativo aos atomos de enxofre ligados a
superficie do elétrodo. Este valor deverd também contabilizar os dtomos de S que
estdo ligados as nanoparticulas.

Devido a espontaneidade do método explorado neste trabalho, observou-se
gue sdo varias as espécies que estao ligadas ao ouro, ditiocarbamatos, moléculas de
CS, (que ndo reagiu), e ambas as moléculas ligadas a nanoparticulas, onde a ligacdo ao
elétrodo devera ocorrer por uma ponte entre os dois atomos de S.

A espetroscopia fotoeletronica de raios-X permitiu corroborar a presenca de
ligacdes S-Au e a formacdo de grupos ditiocarbamatos nos elétrodos (presenca das
bandas N1s e Cls, com a energia de ionizacdo carateristica da ligacdo C-N dos
ditiocarbamatos). A auséncia de bandas com energia de ionizagdo tipicas de espécies

de enxofre livres comprovou que todo o enxofre se ligou a superficie de ouro plano
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e/ou nanoparticulas. No entanto, os resultados obtidos ndo permitiram distinguir
entre uma ligacdo bidentada do CS,-Au e uma ligagdo monodentada Au-S-C-S-NP.
Serdo portanto necessarios estudos complementares para clarificar estes tipos de
ligagOes.

A avaliacdo eletroquimica da atividade bioldgica da glucose oxidase apds o
processo de imobilizagdo demonstrou que, independentemente da reagdo
eletroquimica estudada para avaliar essa bioatividade, a glucose oxidase se manteve
biologicamente ativa. O desempenho catalitico para a glucose, avaliado através da
detecdo eletroquimica da reducdo do H,0, e/ou da oxidacdo do derivado de ferroceno
no elétrodo, foi melhorado na presenca de nanoparticulas. Isto deve-se possivelmente
ao aumento da quantidade de enzima imobilizada. E de salientar que apenas na
presenca de AuNPs foi possivel observar o processo redox do centro ativo (FAD) do
enzima. Este processo foi detetado a um potencial mais positivo do que o
normalmente reportado para a transferéncia eletrdnica direta entre o enzima e o
elétrodo, o que poderd indicar que a presenca deste tipo de nanoestruturas favorece a
proximidade/orientacdo do centro ativo do enzima com a superficie do elétrodo,
facilitando assim a transferéncia eletrénica com o mesmo.

A informacdo morfoldgica e o6tica recolhida através da caraterizacdo das
nanoparticulas em suspensdao coloidal corroboram os resultados obtidos com as
superficies de ouro planas, demonstrando a eficiente funcionalizacdo das
nanoparticulas através da formacao in situ de ditiocarbamatos. Esta constatacdo esta
suportada na observagdo do aumento do tamanho médio das nanoparticulas
acompanhado pelo desvio da banda de plasmdo de superficie das AuNPs e no
aparecimento das bandas carateristicas dos ditiocarbamatos.

A formagdao de ditiocarbamatos foi estendida a funcionalizagdo de
nanoparticulas de Fes04 com biomoléculas e a sua imobilizagdo em superficies de
ouro. Neste contexto demonstrou-se que este método de modificacdo pode ser
empregue diretamente em nanoparticulas de magnetite puras, evitando-se assim o
uso de revestimentos (core-shell), por exemplo de ouro ou de silicio, frequentemente
utilizados para facilitar a modificacdo quimica da superficie instdvel do 6xido metalico.

Tal como verificado para as AuNPs, também a presenca de FesO4NPs originou

um incremento das propriedades eletroquimicas dos elétrodos modificados com
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composto modelo, a epinefrina. A presenca e a estabilidade das FesO4NPs imobilizadas
em ouro e funcionalizadas com epinefrina foram comprovadas por voltametria ciclica,
em meio acidico.

O sucesso desta funcionalizacdo de FesO4NPs com a lacase foi comprovado pela
atividade catalitica dos elétrodos modificados para a oxida¢cdo de substrato, o ABTS.
Para o efeito, utilizaram-se nanoparticulas de magnetite com dois tamanhos médios,
de 20 e 40 nm, dado que o diametro da nanoparticula de magnetite dita o seu estado
de oxidaco. Verificou-se que a razdo Fe**/Fe’" influencia as propriedades magnéticas
e condutoras. Como tal, as nanoparticulas maiores sdo as que contém a espinela no
estado mais puro, como confirmado por difracdo de raios-X. A presenca de
nanoparticulas melhorou claramente o desempenho do biossensor face a um elétrodo
modificado por apenas CS, e Lacase, especialmente as particulas de maiores
dimensdes. E de salientar que a atividade catalitica de elétrodos semelhantes
preparados com nanoparticulas de ouro é substancialmente menor do que a obtida
com nanoparticulas de magnetite. A metodologia utilizada para a imobilizacdo de
Lacase, na presenca de nanoparticulas de ferro, permitiu ainda detetar a transferéncia
direta de eletrdes entre o enzima e o elétrodo, correspondente a conversao redox de
um dos seus centros de cobre, potenciando, dessa forma, a sua aplicabilidade.

A caraterizacdo morfoldgica por AFM de todos os elétrodos modificados
suportou a exequibilidade desta metodologia simples e permitiu comprovar a presenca
de nanoparticulas a superficie do elétrodo, incluindo o aumento do seu tamanho apds
a reacdo de modificacdo. A distribuicdo uniforme das nanoparticulas no elétrodo é
favorecida pelo processo de modificacao, com a formacgao de ditiocarbamatos, o que
explica a diminuicdo significativa da presenca de aglomerados de nanoparticulas puras,
como observado nas imagens de AFM dos elétrodos modificados com CS,/Fe3O4NPs.

Estes resultados permitem concluir que a formacao in situ de ditiocarbamatos
pode ser usada como uma alternativa a metodologias que envolvem varios passos de
imobilizacdo usualmente reportadas para a ligacdo covalente de enzimas na presenca
de nanoparticulas. O método desenvolvido nesta tese mostrou ser mais simples e
rapido com a vantagem de dispensar a utilizacdo de agentes de acoplamento para a

ligacdo da biomolécula.

219



Capitulo 6 — Conclusdes finais

No desenvolver deste trabalho de investigacdo as nanoparticulas de Fe3O4
conjugadas com metaloporfirinas foram adsorvidas em superficies de ouro recorrendo
ao CS,. Para tal, foram escolhidas metaloporfirinas (Fe e Co) contendo dois grupos
carboxilicos com grande afinidade para superficies de éxidos metalicos. Os elétrodos
modificados demonstraram ser cataliticos para a reacao de reducdo do oxigénio em
meio acido. O melhor desempenho foi novamente conseguido para as FesO4NPs de 40
nm. No caso da porfirina de Co, o comportamento catalitico para ORR é devido a um
efeito sinérgico da composicdo quimica das nanoparticulas de Fe30, e a atividade
catalitica intrinseca da porfirina de Co. Esta a¢do conjunta originou um desvio positivo
nos valores dos potenciais de reducdao da ORR face aos valores observados para as
nanoparticulas nuas, adsorvidas em ouro pelo CS, ou mesmo com uma monocamada
auto-montada de metaloporfirina. Por outro lado, o processo catalitico dos elétrodos
modificados com a porfirina de Fe foi claramente dominado pela atividade catalitica da
metaloporfirina, exibindo a densidade de corrente mais elevada para a ORR_Os ensaios
com o elétrodo rotativo de disco e anel confirmam inequivocamente que ocorrem
processos distintos na ORR nos elétrodos modificados com porfirina de Co e Fe,
através da transferéncia de 2 ou 4 eletrdes, com formacdo de H,0, e H,0,
respetivamente. Estes ensaios comprovaram a excelente estabilidade das
nanoparticulas de Fe304 funcionalizadas com CS, e metaloporfirinas em ambientes
acidicos. Através destes resultados é possivel demonstrar as potencialidades desta
metodologia de modificacdo com dissulfureto de carbono, a qual pode ser estendida a
outros suportes metdlicos além do ouro na preparacgao de superficies.

Relativamente ao comportamento do CS,, foi possivel observar que este
também pode adsorver-se no ouro, limitando a quantidade de compostos alvo
imobilizados (antes de reagir com aminas ou se ligar a NPs). Quando adsorvido no ouro
o carbono do CS2 fica menos eletrofilico e ndo reage com aminas livres em solugao.
Este comportamento constitui uma vantagem pois permite o espagamento dos centros
cataliticos no elétrodo, garantindo assim um melhor desempenho das superficies
modificadas.

A formacdo in situ de ditiocarbamatos na presenca de nanoparticulas foi
igualmente empregue na construcdo de imunosensores universais (sem marcacdes).

Observou-se que as superficies modificadas por CS,, AuNPs e proteina A eram
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adequadas para a detecdo da reacdo de bioreconhecimento entre o IgG e o Anti-IgG.
Adicionalmente verificou-se que a razdo entre o anticorpo/antigénio é de 2, indicando
que uma molécula de IgG é identificada por 2 moléculas de Anti-IgG, provavelmente
porque este Anti-lgG é policlonal com especificidade para as regides Fab e Fc do IgG e,
portanto, tem capacidade para identificar diferentes regides do 1gG imobilizado.

Outra das atividades realizada no ambito deste trabalho foi a preparacdo de
interfaces biomiméticas baseadas na deposicao de bicamadas lipidicas para aplicagao
em imunosensores. A estabilidade destas bicamadas lipidicas em ouro foi conseguida
através da incorporacdo de uma pequena percentagem de um alcanotiol em
lipossomas, constituidos por uma mistura de um fosfolipido saturado e colesterol. A
robustez desta modificacdo reside na presenca de ligacGes fortes ouro — tiol e na
organizacao dos lipidos que, de acordo com o diagrama de fases, devera corresponder
a uma fase de liquido ordenado.

Os resultados obtidos pela combinacdo de técnicas dticas e microscépicas
permitiram comprovar o sucesso do método usado na biofuncionalizacdo de
superficies de ouro capazes de permitir fendmenos de reconhecimento bioldgico entre
anticorpo e antigénio. Esta metodologia representa um enorme potencial para ser
utilizada na preparagdao de biossensores dado que combina um grande numero de
importantes carateristicas para o desenvolvimento deste tipo de interfaces, tais como:
i) ambiente biomimético; ii) uso de reagentes comuns e disponiveis comercialmente;
iii) simples preparacdo; iv) capacidade para bloquear as interagdes nao especificas com
proteinas séricas; v) estabilidade da bicamada lipidica suportada em ouro perante um
fluxo continuo de solu¢des tampao (mesmo na presenca de surfactantes) ou solugdes
de proteinas muito concentradas; e vi) ativacdo direta de bicamadas lipidicas para o

acoplamento covalente da proteina de interesse aos grupos fosfato.
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