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Resumo

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de dois sensores distintos que
através da aplicacdo de nanomateriais em seus sistemas apresentam uma
melhora no desempenho. Com o objetivo de estabilizar a fase alfa do hidroxido de
niquel, foi proposta uma nova sintese que resultou em um novo material de
hidroxido de niquel e nanoparticulas de ouro. O do hidroxido de niquel se
apresentou com a estrutura alfa desejada, a estrutura e morfologia das
nanoparticulas de ouro foram preservadas. O material hibrido se apresenta
nanoestruturado e sem separacado de fases. Sugere-se que este novo material
seja formado como um nanocomposito onde as nanoparticulas de ouro formam a
matriz e o hidréxido de niquel recobre a superficie. A estabilidade do novo material
€ bem superior que a do hidroxido de niquel puro, quedas de corrente apds 50
ciclos consecutivos de 6% contra 50% respectivamente. A atividade eletrocatalitica
deste novo nanomaterial foi investigada frente a glicose e a constante
eletrocatalitica obtida para o nanocompadsito foi cerca de 7 vezes maior que para o
hidroxido de niquel puro. A sensibilidade do eletrodo modificado com a-
Ni(OH)o/AuNP se manteve similar aos da literatura. O segundo sensor estudado
foi a aplicagdo de nanoparticulas fluorescentes como marcadores do imunosensor
para a deteccdo precoce do esporo do fungo da ferrugem asiatica da soja. As
nanoparticulas fluorescentes permitiram alcangar um baixo limite de deteccéo, 2.2
ng/mL, o menor encontrado na literatura. Além disso, foi investigado outros
parametros para o desenvolvimento de um dispositivo point-of-care, como o
melhor substrato para reter o analito, a membrana de nitrocelulose, se apresentou
com as melhores propriedades frente as alternativas. Ainda mais, o dispositivo foi
construido para que possa ser utilizado por pessoas nao treinadas no campo, em
um tempo de analise menor que ELISA e PCR, sem o uso de equipamento caros e
complicados, usando somente uma lampada de UV simples como fonte de
excitagdo e a visualizagdo do sinal a olho nu com um limite de detecgdo de
apenas 300 esporos, 0 que é ainda dez vezes mais baixo que o atual teste

comercial.
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Abstract

This work presents the development of two distinct sensors that have shown
great improvements in their performance trough nanoparticle application in their
systems. The first study aims to stabilize the nickel hydroxide alpha structure for
future carbohydrate detection. We proposed a new synthesis, which resulted in a
nickel hydroxide and gold nanoparticle hybrid material. The new material has the
expected nickel hydroxide alpha structure, maintains gold nanoparticle’s structure
and morphology and allows a simple electrode modification. We suggest that the
new material is a nanocomposite where gold nanoparticles are the matrix while the
nickel hydroxide cover the surface. The new material has higher stability properties
than the pure nickel hydroxide, after 50 cycles the current decreased 6 and 50%
respectively. In addition, an improvement was observed in the catalytic constant,
approximately 7 times bigger than plain nickel hydroxide. Although the new
material showed these good improvements, the electrode sensitivity did not differ
from other studies in the literature. The second study presented comprehends the
application of fluorescent nanoparticles as markers of an immunosensor for early
diagnosis of Asian soybean rust spore. The use of these nanoparticles resulted in
a very low limit detection sensor, 2.2 ng/mL, the lowest ever found in the literature.
Moreover, others parameters were investigated in order to develop a point-of-care
device, as the substrate to retain the analyte for the assay. Furthermore, the device
was built in order to be used by the farmer himself, in loco, fast, without expensive
equipment, a UV lamp as an excitation source and the signal is visible to naked
eye. The visual detection limit is around 300 spores, which is tenfold lower than the

available commercial kit.
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dispersdes NP5 (), NP6 (), NP7 (), AUNP (-) e Ni(OH), (-) com
maior resolugao na regiao de 200-300 nm.

Figura 2.14: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura do
hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro, e B) detector de
backscattering.

Figura 2.15: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao do
hidroxido de niquel puro em diferentes resolucdes.

Figura 2.16: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao do
hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro em diferentes
regides da amostra. E e F com maior resolugéo para a observagao
dos planos cristalinos (111) e (200) da fase alfa do hidréxido de
niquel, circulos azul e vermelho respectivamente.

Figura 2.17: Histograma do didmetro da particula obtido a partir de
imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissao do hidroxido de
niquel puro.

Figura 2.18: Histograma do diametro da particula de hidréxido de
niquel obtido a partir de imagens de Microscopia Eletrénica de
Transmiss&o para o material de hidréxido de niquel com
nanoparticulas de ouro.

Figura 2.19: Gréfico da corrente pelo nimero de adi¢gbes de 2L da
dispersao para a otimizagao da modificagdo do eletrodo. As
porcentagens correspondem a corrente de pico apds 50 ciclos em
relagdo a corrente inicial.

Figura 2.20: Voltamogramas ciclicos do eletrodo com o
nanocompdésito nas condi¢des otimizadas de modificacao; 2° ciclo
(), 5° ciclo () e 50° ciclo ().

Figura 2.21: Voltamogramas ciclicos do eletrodo nanocomposito em
diferentes velocidades de varredura (5 a 900 mV/s). Inset: Grafico
da corrente de pico versus a velocidade de varredura.

Figura 2.22: Gréficos de Nyquist dos experimentos impedimétricos
com os eletrodos modificados com hidréxido de niquel puro a) e
nanocomp@ésito b).

Figura 2.23: Representacao do circuito equivalente resultante do
ajuste dos experimentos impedimétricos.
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Figura 2.24: a) Voltamogramas ciclicos do eletrodo com o
nanocompésito em diferentes valores de pH do eletrdlito suporte,
KOH/KCI, v=10mV/s, pH 12 (-), 12,5 (); 13 (-); 13,5 () e 14 (). b)
Relacao do potencial de pico (dir.) e da corrente de pico anddica
(esqg.) com o pH do eletrdlito suporte.

Figura 2.25: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo
limpo () e do eletrodo modificado com o nanocomposito () em
eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI na presenca de 100 ppm de glicose e
eletrodo modificado com o nanocompésito em eletrélito suporte na
auséncia de glicose (-), v= 10mV/s.

Figura 2.26: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com
hidréxido de niquel puro em eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI na
presenca de 100 ppm de glicose em diferentes velocidades de
varredura (5-50 mV/s).

Figura 2.27: Voltamogramas ciclicos do eletrodo
modificado com nanocompdsito em eletrélito
suporte 0,1 KOH/KCI na presenga de 100 ppm de
glicose em diferentes velocidades de varredura (5-
50 mV/s).

Figura 2.27: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com
nanocompaésito em eletrélito suporte 0,1 KOH/KCI na presencga de
100 ppm de glicose em diferentes velocidades de varredura (5-50
mV/s).

Figura 2.29: Corrente de pico anddica versus o quadrado da
velocidade de varredura para o eletrodo modificado com
nanocompasito.

Figura 2.30: Corrente de pico anddica normalizada pela raiz
quadrada da velocidade de varredura versus a velocidade de
varredura para o eletrodo modificado com hidréxido de niquel (-) e
para o nanocompdsito ().

Figura 2.31: (A) Cronoamperogramas do eletrodo modificado com
hidroxido de niquel puro na auséncia (a) e na presenca de 0,75 (b);
1,0 (¢); 1,5 (d); 2,0 (e); 4,0 mmol/L de glicose(f) em eletrélito suporte
0,1 KOH/KCI. (B)Dependéncia de Icat/I0 vs t1/2 derivado dos
cronoamperogramas.

Figura 2.32: (A) Cronoamperogramas do eletrodo modificado com
nanocompdésito na auséncia (a) e na presenca de 0,75 (b); 1,0 (c);
1,5 (d); 2,0 (e); 4,0 mmol/L de glicose(f) em eletrolito suporte 0,1
KOH/KCI. (B)Dependéncia de Icat/I0 vs t1/2 derivado dos
cronoamperogramas.

Figura 2.33. Voltamograma ciclico (50°) do eletrodo modificado com
hidréxido de niquel puro apds 50 ciclos consecutivos em eletrolito
suporte 0,1M KOH/KCI na presenca de 100 ppm de glicose.

XXVi

45

47

48

49

50

50

51

52

53

56



Figura 2.34: Voltamograma ciclico (50%) do eletrodo modificado com
nanocompaésito apés 50 ciclos consecutivos em eletrélito suporte
0,1M KOH/KCI na presencga de 100 ppm de glicose.

Figura 3.35: Porcentagens da corrente de pico anddica em relagao
a inicial apos ciclagens consecutivas do eletrodo modificado com
hidréxido de niquel puro (-) e modificado com nanoparticulas de
ouro (-) na presencga de 100ppm de glicose.

Figura 2.36: Curvas analiticas obtidas a partir de
cronoamperogramas para o hidroxido niquel modificado com
nanoparticulas de ouro o (e) em consecutivas adi¢cdes de glicose,
potencial aplicado de 0,41V.

Figura 3.1: Dispositivo point-of-care para a detecgdo do hormdnio
hCG para confirmagao de gravidez. As linhas vermelhas séo sinais
colorimétricos emitidos pelas nanoparticulas de ouro.

Figura 3.2: Dispersao de nanoparticulas poliméricas fluorescentes
da marca Invitrogen que emitem em diferentes comprimentos de
onda.

Figura 3.3: O estado fundamenta EO e o estado excitado E1
possuem estados vibracionais excitados. Ao absorver a radiagao,
os elétrons podem passar pra qualquer um dos niveis vibracionais
do estado excitado E1. A radiagéo absorvida pode ter perdas
vibracionais e depois gerar uma emissao fluorescente voltando a
qualquer um dos niveis do estado fundamental.

Figura 3.4: Esquema ilustrativo descrevendo as etapas de um
ensaio ELISA tipo indireto.

Figura 3.5: Esquema ilustrativo do imunoensaio ao se usar o
conjugado de nanoparticula com o anticorpo primario.

Figura 3.6: Infogréafico da disseminagao da ferrugem asiatica da soja
pelo mundo. Fonte: Consoércio Antiferrugem.

Figura 3.7: Prejuizo causado pela ferrugem asiatica da soja no
Brasil em cada safra. Perda em grédos (verde claro) e custo total da
ferrugem: produtos e aplicagéo do fungicida mais a perda dos gréos
(verde escuro). Fonte: Consoércio antiferrugem .

Figura 3.8: Foto para ilustrar os danos as plantagées de soja

causados pela ferrugem asiatica da soja. Fonte: Consorcio
Antiferrugem.
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Figura 3.9: Folha de soja contaminada com a ferrugem asiatica da
soja analisada contra o sol. Observam-se as urédias marrons ja
acompanhadas de amarelamento. Fonte: Consoércio AntiFerrugem.

Figura 3.10: Imagens de diferentes técnicas microscopicas para
investigar as caracteristicas dos esporos com a) imagem 6tica de
campo claro (43x) b) e ¢) imagem de microscopia eletrénica de
varredura; d) Imagem digital de espectro de fluorescéncia, 32ug/mL,
Aexc: 530nm.

Figura 3.11: Espectro de absor¢édo das quatro nanoparticulas
fluorescentes estudadas.

Figura 3.12: Espectros de emissdo das nanoparticulas
fluorescentes estudadas. A) Amarela (Aexc=505 nm); B) Laranja
(Aexc=540 nm); C) Rosa (Aexc=575 nm) e D) Azul (Aexc=655 nm)

Figura 3.13: Espectros do extrato das folhas sadias de soja: A)
absorcao e B) emissao.

Figura 3.15: Espectros de emissao da dispersao de esporos da
ferrugem asiatica da soja (Aexc=530 nm)

Figura 3.16: llustragédo da sintese do conjugado anticorpo da
ferrugem asiatica da soja com nanoparticula de ouro.

Figura 3.17: Imagens de microscopia confocal em campo claro (A) e
fluorescéncia (B) de esporos da ferrugem asiatica da soja marcados
com o conjugado anticorpo-nanoparticula fluorescente. As setas
brancas indicam material vegetal ndo especifico que nao foi
marcado e as setas amarelas regides de esporo marcados pelo
conjugado.

Figura 3.18: Etapas do imunoensaio tanto em substrato de lamina
de vidro para leitura do sinal em microscépio quanto em substrato
de papel para leitura em fluorimetro.

Figura 3.19: Imagens éticas de quatro membranas diferentes
testadas para a retengao dos esporos: A) membrana de celulose
(z286591), B) membrana de celulose (z270814) C) acetato de
celulose e D) nitrocelulose. Circulos azuis em A) e B) marcam os
esporos nas fibras. (43x)

Figura 3.20: Estrutura da membrana de nitrocelulose (A) e o dipolo
em anticorpos (B).

Figura 3.21: Sinal de fluorescéncia proveniente de intera¢des nao
especificas versus o tempo de reagao para bloqueio.

Figura 3.22: Espectros de emissao dos papéis apos realizagdo da
analise (Aexc=560 nm).

Figura 3.23: (A) Curva analitica para a detecgao da ferrugem
asiatica da soja em papel. (B) Inset com a linearizagdo da curva
analitica (Fluorescéncia vs log da Concentragdo do esporo).

XXViii

75

84

86

87

89

90

91

93

95

96

97

98

99

100



Figura 3.24: Esquema ilustrativo da analise realizada em campo. 102

Figura 3.25: Fotos do dispositivo para aplicagdo em campo 103
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Prélogo

Esta tese apresenta o desenvolvimento de dois sensores distintos a partir

da aplicacdo de nanomateriais visando o melhoramento dos seus desempenhos.

Para uma melhor compreenséo e fluidez a tese esté dividida em:

e |Introdugdo Geral: serd abordada uma introdugdo sobre a
nanotecnologia, nanomateriais e aplicagbes gerais em sensores que
compreendem ambos os trabalhos.

e Trabalho: Modificagdo de eletrodos com nanoparticulas a-Ni(OH). e
ouro para aplicacdo em sensores. Para melhor contextualizagéo,
sera apresentado uma introducdao do tema, objetivos especificos do
trabalho, materiais e métodos envolvidos, resultados e discussdo e
uma conclusao parcial desse estudo.

e Trabalho: Emprego de nanoparticulas fluorescentes para o
melhoramento da detectabilidade de um sensor point-of-care. Serdo
apresentados: introdugédo do tema, objetivos especificos do trabalho,
materiais € métodos envolvidos, resultados e discussdo e uma
concluséo parcial.

e Consideracoes Finais e Perspectivas Futuras do tema da tese e dos
dois trabalhos.

e Referéncias.
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Introdugéo Geral






Sintese e emprego e nanomateriais visando o
desenvolvimento de sensores - Introducao Geral

1. Introducao Geral

Atualmente a ciéncia de materiais atingiu um alto nivel de sofisticacdo. Isso
é resultado de um progresso continuo da sintese, funcionalizagdo e manipulagéo
em escalas micro e nano. Quando se diminui a dimensdo dos materiais para a
escala nanométrica, a maioria dos materiais exibe propriedades diferenciadas que
ndo podem ser extrapoladas como comportamento do material bulk. Séo
considerados materiais nanométricos, aqueles em que ao menos uma de suas
dimensdes esteja abaixo de 100 nm, no entanto, a nanotecnologia ndo € somente
a miniaturizacao das escalas. Em geral, nanotecnologia pode ser entendida como
0 design, a fabricagdo e aplicagdo de nanoestruturas e nanomateriais. Engloba
materiais e sistemas cujas estruturas e componentes exibem novas e grandes
melhorias nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas devidas ao seu tamanho
(Smart and Moore, 2005).

Apesar de materiais na faixa micrométrica possuirem propriedades
similares com o do material bulk, € dentro da escala nanométrica que os materiais
podem exibir propriedades distintas do solido estendido, como estabilidade
térmica, propriedades magnéticas, condutoras e cataliticas (West, 1999; Cao,
2004; Wang, 2005). Por exemplo, o confinamento quantico sofrido por
nanoparticulas de semicondutores € exibido na larga faixa de cores que varia com
o tamanho da nanoparticula e a banda plasmon observada nas nanoparticulas de

ouro devido a oscilagdo coletiva de seus elétrons de conducgao.

Figura 1.1: Quantum dots (Fonte: Wikimedia Commons).
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Apesar desses efeitos citados serem marcantes, todas as nanoestruturas
possuem uma grande fracdo de seus atomos localizados na superficie em relacao
ao volume total. Uma vez que a energia total de superficie aumenta com a area
superficial, devido a grande area superficial dos nanomateriais, estes possuem,
por sua vez, uma enorme energia de superficie e portanto sao
termodinamicamente mais instaveis. Por exemplo no caso ilustrado pela Figura
1.2, um cristal de NaCl com 1 mm de lado possui uma energia superficial de
0,00056 J/g ao diminuir a dimensao da particula para 1 nm obtém-se um aumento
de seis ordens de grandeza na energia superficial (Cao, 2004).

Energia superficial: 0,00056 0,56 560

J/g)

1mm 1um inm

Figura 1.2: llustracdo do aumento da energia superficial com a diminuicao da dimensao da
particula (da esquerda para a direita: Tmm; 1um e 1hm)

Materiais nanoestruturados podem ter diferentes morfologias e incluem
nanoparticulas esféricas, nanobastdes, nanofios, filmes finos e materiais bulk
constituidos de nanoestruturas (Wang, 2005). Dentre estes, as nanoparticulas
esféricas (NPs) tem sido as mais investigadas quanto as suas propriedades e as
mais aplicadas em sensores. O tamanho, composicao e as novas propriedades
das NPs sdo muito atrativas para a sua aplicacdo em sensores tanto Opticos
quanto eletroquimicos. As propriedades das NPs podem ser controladas durante a
sintese (tamanho e qualidade) ou apéds, com funcionalizagdes quimicas e/ou
biologicas. Estas ultimas aumentam ainda mais as aplicagbes deste material,
como exemplo, nanoparticulas de ouro passam a servir de sitio de
reconhecimento biolégico do sensor (DNA, imunosensor) ja que fornecem um

microambiente biocompativel para a adsorcéao de biomoléculas (Merkoci, 2010).
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De modo geral, tanto sensores 6pticos quanto eletroquimicos, magnéticos e
de massa sao beneficiados com a aplicacao de nanoparticulas em seus sistemas,
resultam em sistemas mais sensiveis, com limites de deteccdo menores e também
mais seletivos devido as possiveis funcionalizagdes. Dentre esses, 0s sensores
eletroquimicos e Opticos sdo os que preenchem mais facilmente os requisitos para
serem utilizados em analises descentralizadas, sem a necessidade de utilizar
equipamentos caros e grandes laboratérios (Parolo et al., 2013). Sao sensores
que podem ser facilmente miniaturizaveis, possuem um custo mais baixo,
requerem pequenos volumes de amostras e reagentes, ndao necessitam de
pessoas treinadas para executarem a analise e pouca ou nenhuma fonte de
energia externa para seu funcionamento. Sensores e dispositivos que preenchem
0s requisitos citados acima e possibilitam analises no local de interesse, in loco,
sdo chamados de point-of-care (POC) (Chin et al., 2012)

Este trabalho, portanto, apresenta o desenvolvimento de dois sensores que
melhoraram seu desempenho devido a aplicagdo de nanomateriais em seus
sistemas e que também podem ser usados em dispositivos POC. O objetivo geral
deste trabalho é a aplicacdo de nanomateriais em dois sensores distintos visando
a obtencéo de dispositivos de alto desempenho com propriedades diferenciadas
provenientes desta estratégia. Espera-se obter sistemas mais eficientes em
termos de sensibilidade e portabilidade e que possam ser aplicados futuramente
como dispositivos point-of-care.
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2.1. Introducao

2.1.1. Estrutura do hidroxido de niquel

O hidréxido de niquel, Ni(OH), pode se apresentar sob dois polimorfos
diferentes, a e B. Este ultimo, B, € uma fase de estrutura cristalina hexagonal
compacta, do sistema P3m1, onde os atomos de niquel ocupam os sitios
octaédricos e os grupos hidroxila ocupam os sitios tetraédricos (Bloss, 1994). A
Figura 2.1a abaixo representa a estrutura cristalina do B-Ni(OH).. O niquel ocupa
sitios em um mesmo plano que esta entre dois planos formados pelo anion. A
intercalacdo entre planos de ions hidroxila e de niquel formam uma estrutura
sanduiche de sequéncia ACBACB..., como mostrado na Figura 2.1b. Apesar de
que entre as camadas de ions hidroxila B e A (em vermelho) estarem presentes
sitios octaédricos também, estes, por sua vez, estdo vazios, como ilustrado

também na Figura 2.1a pelo circulo pontilhado na estrutura cristalina.

A) ™ L) B)
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Figura 2.1: A) estrutura cristalina do hidréxido de niquel. B) llustragcédo dos planos
ocupados pelos ions Ni** e OH" na formagcéo das lamelas do hidroxido de niquel



Modificacdo de eletrodos com nanoparticulas de u-NilOH): e ouro
para aplicac@o em sensores - Introducao

O nao-preenchimento desses sitios por atomos de niquel gera a estrutura
lamelar do hidroxido de niquel com um espagamento interlamelar que depende da
fase cristalina. Por analogia a outras moléculas que também sao lamelares e de
estrutura similar, como Mg(OH). e Ca(OH),, imagina-se que a ligacao O-H esteja
paralela ao eixo cristalogréfico c.

Segundo Bode (1966 apud Oliva et al., 1982) a estrutura cristalina da fase a
seria muito similar a B. As lamelas ainda estariam empilhadas ao longo do eixo c,
com moléculas de agua intercaladas e portanto, uma distancia interlamelar maior.
Contudo, essa proposta foi rejeitada mais recentemente por Le Bihan e McEwen
(1971 e 1973 apud Oliva et al., 1982) que propuseram uma estrutura turbostratica
similar ao negro de fumo. Onde as camadas ainda estariam paralelas e
equidistantes ao longo do eixo ¢, como na fase 3, mas randomicamente dispostas e
separadas por moléculas de agua ligadas aos grupos hidroxila do hidroxido de
niquel através de ligacdes de hidrogénio com um espagcamento entre as lamelas de
aproximadamente 8,0 A. A Figura 2.2 ilustra a diferenca entre as disposicdes das
lamelas empacotadas ao longo do eixo ¢ no hidréxido de niquel na forma 3 e a. As
lamelas se dispbe organizadamente para a fase B e de modo randémico e com

maior espaco entre elas na fase a.

[
11

B-Ni(OH), a-Ni(OH),

Figura 2.2: llustracao da posicao das lamelas do hidréxido de niquel na estrutura g (lamelas
empilhadas ao longo do eixo c) e na estrutura a turbostratica (lamelas desorganizadas ao

longo do eixo c).

O diagrama de Bode, Figura 2.3, ilustra as transformagdes que ocorrem
entre as diversas variedades estruturais dos hidroxidos e oxi-hidroxidos de niquel.
O hidréxido de niquel ao ser oxidado passa a oxi-hidroxido (NIOOH), que também
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possui duas variedades estruturais: B-NiOOH e y-NiOOH. As reacdes de oxidacao

e reducao ocorrem entre 0s seguintes pares estruturais:

B-Ni(OH), < B-NiOOH a-Ni(OH), < y-NiOOH.

B-NiOOH y-NiOOH
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B-Ni(OH), a-Ni(OH),

Figurar 2.3: Diagrama de Bode ilustrando as transformacoes de fase do hidroxido de niquel

por processos de oxidacao/reducao, envelhecimento e sobrecarga do material.

Ao oxidar a-Ni(OH),, as lamelas sao reorganizadas para formar y-NiOOH de
espaco interlamelar igual a 7 A. Este valor um pouco menor que o da sua forma
reduzida (a-Ni(OH)z = 8 A) é devido a saida de um préton, H*.

Ni(OH), & NiOOH + H* + e~ (Equacdo 2.1)

11
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O y-NiOOH possui estrutura semelhante a B-NiOOH. Esta udltima, a forma
oxidada de B-Ni(OH),, as camadas sdao mantidas organizadas ao longo do eixo ¢
mas com uma distancia interlamelar maior devido a repulsédo entre as lamelas. Ja a
grande distancia interlamelar apresentada pela forma y-NiOOH ¢ justificada pela
grande quantidade de moléculas de agua e ions intercalados em sua estrutura. A
estrutura y também pode ser alcangada através de uma sobrecarga da estrutura 3,
mas esse processo € irreversivel devido ao aumento brusco do espaco
interlamelar. A forma a-Ni(OH), possui propriedades eletroquimicas superiores a [3-
Ni(OH),, maior capacidade de carga e também maior atividade eletrocatalitica
devido a uma maior exposicdo dos sitios ativos e por sua estrutura facilitar a
difusdo ibnica. Por isso, a forma B € a mais utilizada para aplicagdes comerciais e
baterias uma vez que a é mais instavel e passa a B tanto pela ciclagem e uso
continuo quanto pelo envelhecimento natural. Pode-se observar a mudanga de fase
de a para 3 durante a ciclagem continua de um eletrodo. O potencial de pico de
oxidacao € deslocado em torno de 50mV para valores mais positivos, segundo
Bode e outros autores que investigaram esse processo utilizando KOH como
eletrélito (Bode, 1966 apud Oliva 1982; Delahaye-Vidal et al., 1986; Oliva et al.,
1982)

3.1.2. Sintese e estabilizacao de a-Ni(OH).

A procura de novos métodos para a obtencdo de hidréxido de niquel tem
sido de grande interesse para os pesquisadores até os dias de hoje, como pode ser
observado na Figura 2.4 abaixo obtido através do site Web of Science a partir da
pesquisa pelo seguinte termo “synthesis AND nickel hydroxide” dia 25/03/2013.

12
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Figura 2.4: Graficos obtidos pela procura do termo “synthesis AND nickel hydroxide” na
plataforma Web of Science A) Niimero de publicacoes por ano; B) nimero de citacoes por
ano.

Observa-se um aumento progressivo de artigos publicados a partir de 2000,
provavelmente devido a busca de um material com melhores propriedades para
diversas aplicagdes principalmente em baterias. O Grafico da Figura 2.3 b), obtido
na mesma pesquisa que o grafico anterior, reflete o numero de citagcoes
acumuladas ao longo dos anos desses mesmos artigos. Esse segundo, mostra,
portanto, que o topico ainda tem muito espago para inovacoes, desenvolvimento e
obtencao de um material com qualidades superiores.

A grande motivacdo para esses estudos € a obtencdo de um material de
hidréxido de niquel com propriedades diferenciadas do material original, como
descritas na secao anterior. Ainda mais importante, seu desempenho eletroquimico
depende fortemente de sua estrutura, morfologia, tamanho, condutividade e
estabilidade. O hidréxido de niquel ja foi sintetizado em diversas morfologias como:
fios, folhas, bastbes, flores e particulas esféricas, em tamanhos que variam nas
escalas micro e nanométrica. (Yu et al., 2006; Wang et al., 2010; Ida et al., 2008;
Liang et al., 2004; Salvati-Niasari et al., 2013; Yang et al, 2007; Luo et al., 2006;
Wang et al., 2005)
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De modo geral, todas as sinteses, estdo baseadas na precipitacdo do

hidréxido de niquel a partir de solugdes alcalinas e algumas rotas necessitam de
template. Diferentes estratégias foram utilizadas para a obtencao do hidroxido de

niquel, sendo a reacao hidrotérmica, a mais utilizada devido a um maior controle da

estrutura do produto (Salvati-Niasari et al, 2013; Yang et al, 2007). Muitos
parametros devem ser controlados para a obtencdo de uma nanoestrutura que
favoreca as reacdes de oxirredugao e ainda mais, que a fase alfa seja preferida. Ja
que altas temperaturas, concentracao de reagentes, e altos valores de pH induzem
a formacgao da fase B do hidroxido de niquel. O tempo de reagao também deve ser
controlado, pois favorece o crescimento das particulas o que pode prejudicar o
desempenho eletroquimico do material.

Apesar de grandes esforcos serem projetados na direcao das reacodes
hidrotérmicas, € interessante explorar a obtencao do hidréxido de niquel a partir de
métodos mais simples, de baixo custo para producdo em larga escala.

Muitos esforcos sao feitos no sentido de estabilizar a fase a do hidréxido de
niquel para sua aplicacdo em baterias e em sensores como eletrocatalisador de
diversas moléculas. Uma das estratégias para a estabilizacdo da fase alfa do
hidréxido de niquel é a incorporagdo de aditivos (Vidotti et al. 2010). Os mais
utilizados sao cobalto, aluminio, magnésio, ferro e cadmio (Corrigan and Bendert
1988) (Qi et al. 2008; Vidotti et al. 2009b). Esses ions podem ser inseridos por co-
precipitacdo, co-deposicdo ou layer-by-layer. O cobalto é um dos metais mais
usados por substituir o niquel na rede cristalina. Como efeito, observa-se um
deslocamento catdédico dos picos de oxidagdo/reducdo e um aumento da
condutividade do material. O deslocamento do potencial para valores menos
positivos & um atrativo para separar o processo de oxidacao do hidroxido de niquel
com a reagao de produgao de Oy, segundo a equagéao 2.2.

20H(gq) = 0z (g) + 4H{aq) + 2€7 (Equagdo 2.2)
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Apesar do a-Ni(OH), dopado apresentar maior estabilidade durante a

ciclagem, observa-se uma diminui¢cao da sua capacidade de carga. Provavelmente,
0 aumento da estabilidade do material € justificada pela diminuicdo da repulsdo
entre lamelas o que também justificaria a observagédo da diminuigdo da capacidade
de carga nesses materiais dopados.

Encontram-se trabalhos na literatura que investigam o hidroxido de niquel
nanoparticulado e também com outros nanomateriais que poderiam melhorar a
condutividade do material, como nanotubos de carbono e grafeno, e portanto
melhorar a estabilidade. Contudo, nenhum trabalho foi reportado na literatura
investigando o hidroxido de niquel com a nanoparticula de ouro, 0 nanomaterial

mais aplicado a sensores.
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2.2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo obter um material novo formado de
hidréxido de niquel em sua estrutura alfa com nanoparticulas de ouro. A insercéao
de nanoparticulas de ouro € a estratégia para aumentar a condutividade e por
consequéncia, a estabilidade do processo de oxidagao/reducédo do hidréxido de
niquel. O aumento da condutividade desse composito frente ao hidroxido puro
poderia levar também a uma maior sensibilidade a carboidratos também. Ainda
mais, a estabilidade do fase alfa do hidroxido de niquel possibilitaria a aplicacao de
um material com excelentes propriedades eletroquimicas, tanto em baterias como

eém sensores.
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2.3. Materiais e Métodos

2.3.1. Materiais e Reagentes

O acetato de niquel foi comprado da Ecibra (Sdo Paulo, Brasil). A suspensao
de nanoparticulas de ouro de tamanhos 5, 10 e 20 nm, hidréxido de potassio em
pastilhas, cloreto de potassio, D-glicose e 2-propanol 99,5% foram comprados da
Sigma-Aldrich (EUA e Canada). Todas as solugdes aquosas foram preparadas com
agua Milli-Q Millipore.

2.3.2. Sintese do hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro.

O acetato de niquel foi dissolvido em &lcool isopropilico em uma
concentracao de 1,8 x 10°® mol/L. Uma aliqguota de 1,5 mL da dispersdao de
nanoparticula de ouro foi centrifugada em uma Centrifuga Eppendorf 5418R a
14000 rotagcbes por minuto (rpm) por 10 minutos. As nanoparticulas de ouro
depositadas foram separadas do solvente e redispersas em diferentes volumes de
solucdes alcodlicas de acetato de niquel sob agitacdo. O volume total da dispersao
foi acertado para 1 mL. Apdés 30 minutos de agitacdo, 100 uL de uma solugcao de
0,1 mol/L de KOH foram adicionados a dispersao. Ap6s 5 minutos de agitagéo, a
dispersao foi centrifugada por 10 minutos a 14000 rpm. O material depositado foi
lavado duas vezes com alcool isopropilico e disperso em 100 pyL de agua. As
dispersdes foram sintetizadas em diferentes propor¢cdes de niquel: nanoparticula

de ouro, como sera discutido mais adiante.

2.3.3. Sintese do hidréxido de niquel puro

A precipitacdo do hidroxido de niquel foi realizada nas mesmas condi¢cdes
que que as anteriores s6 que na auséncia das nanoparticulas de ouro. A
concentragao final de hidréxido de niquel na dispersao aquosa é a mesma para o
hidréxido de niquel puro e para o hidroxido de niquel com nanoparticulas de ouro.

2.3.4. Caracterizacao estrutural e morfolégica
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As analises de raios-X foram realizadas em um Difratdmetro de Raios X
Shimadzu XDR7000. Um volume total de 200 uL da dispersdo de nanoparticulas
ainda em alcool isopropilico foi depositado no lado de trds do porta amostra de
vidro em aliquotas de 5 pL. As amostras de hidroxido de niquel puro foram
analisadas em forma de p6.

Os experimentos de espectroscopia de absorbéancia ultravioleta-visivel foram
realizados em um Espectrofotémetro de Absorcdo UV-Visivel Agilent Carry 50. As
amostras foram dispersdes alcodlicas diluidas em 10 vezes e os espectros foram
subtraidos do branco de alcool isopropilico.

As imagens de microscopia eletrébnica de varredura e transmissao foram
feitas em um microscopio JEOL/EO JSM-3630 e TEM em um microscopio JEOL
2100 respectivamente. Uma aliquota de 5 puL das dispersées aquosas foram
depositadas nos respectivos porta amostras. A estimativa de tamanho de cristalito
foi feita a partir do perfil de linha no Software Image J.

2.3.5. Construcao do sensor
Aliquotas de 2 uL das dispersbes aquosas foram depositadas na superficie
de um eletrodo de carbono vitreo limpo de area de 0,071 cm?. As deposicdes foram

feitas com intervalo de 15 minutos entre elas a temperatura ambiente.

2.3.6. Experimentos eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato Metrohm
Autolab PGSTAT 10. Os dados foram obtidos através do Software GPES. A célula
eletroquimica é composta pelo sensor como eletrodo de trabalho, um eletrodo de
platina como contraeletrodo e um eletrodo de calomelano saturado como eletrodo
de referéncia. Somente os experimentos de impedancia foram realizados em um
potenciostato Metrohm Autolab PGSTAT12 e os dados foram tratados e ajustados
pelo Software Nova 9.1.
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2.4. Resultados e Discussao

2.4.1. Instabilidade do hidréxido de niquel

Como discutido anteriormente, apesar de o hidréxido de niquel em sua
forma a possuir propriedades superiores as outras estruturas, o mesmo é
termodinamicamente instavel e passa a forma 3 com o uso ou até mesmo com 0o
envelhecimento do material (Bode et al. 1969; Oliva et al. 1982). A Figura 2.5
apresenta voltamogramas ciclicos consecutivos de um eletrodo modificado com
hidréxido de niquel. E possivel observar que a corrente de pico diminui j& a partir
do segundo ciclo. Além disso, o potencial de oxidacado desloca-se ao decorrer das
varreduras para valores mais positivos que sao mais préximos do valor esperado

para a estrutura B do hidréxido de niquel (aproximadamente 0,5V).
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Figura 2.5: Voltamogramas ciclicos de um eletrodo modificado com hidréxido de niquel em
0,1 mol/L de KOH/KCI, v=10mV/s.
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Através da Figura 2.5 ainda péde-se observar que a capacidade de carga do
material diminui ao decorrer das varreduras ciclicas. Isso diminui as possibilidades
de aplicagdo uma vez que o material ndo é estavel e sua atividade nao pode ser

prevista.

2.4.2. Sintese do hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro

Bao et al. 2008 desenvolveram um material core-shell formado por
nanoparticulas de ouro cobertas por niquel metalico. Esta sintese consiste na
adicao de um sal de niquel a uma suspensao de nanoparticulas de ouro de 60 nm
e apos 30 min de agitacdo uma certa quantidade de hidrazina é adicionada para
reduzir Ni#* para Ni° na superficie das nanoparticulas de ouro. O design de
nanoparticulas core-shell de (Bao et al. 2008) serviu como inspiragdo para a
obtencado de um material de hidréxido de niquel estabilizado com nanoparticulas de
ouro. A hipétese tracada é que as nanoparticulas de ouro poderiam estabilizar e
aumentar a condutividade do hidréxido de niquel, enquanto este recobriria toda a
superficie das nanoparticulas e conferiria a0 novo material suas propriedades
eletrocataliticas. Para isso, experimentos exploratérios foram realizados com 3
diferentes tamanhos de nanoparticulas de ouro, 5, 10 e 20 nm, sendo o ultimo, 20
nm, o Unico que apresentou melhoria nas propriedades eletrocataliticas e portanto
0 Unico que sera apresentado e discutido daqui em diante. Com o objetivo de se
obter a melhor relacdo entre hidréxido de niquel e nanoparticulas de ouro,
dispersdées com diferentes razdes Ni: AUNP foram sintetizadas de acordo com a
Tabela 2.1.

A sintese do material descrita (2.3.2) consiste basicamente na precipitacao
do hidroxido de niquel em uma suspensao alcodlica de nanoparticulas de ouro.
Alcool isopropilico foi escolhido como solvente, uma vez que permite formar
particulas muito pequenas ou camadas muito finas (3-10 nm) (Bao et al. 2008;
Yang et al. 2007). Apés a precipitagdo do hidréxido de niquel, as nanoparticulas
foram lavadas com agua para retirar o excesso de reagentes que poderiam
provocar um envelhecimento precoce do material. Suspensbes aquosas dos
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materiais obtidos nas diferentes sinteses foram utilizadas para a modificagcdo dos

eletrodos de carbono vitreo.

Tabela 2.1: Tabela com as proporcoes entre niquel e nanoparticulas de ouro das sinteses.

Ni* (mol) AuNP (mol)’

NP 1 0 1x 1077
NP 2 2,25x 107 1x 1070
NP 3 6,75x 10 1x 1070
NP 4 9x10°% 1x 1070
NP 5 1,1 x107 1x 107°
NP 6 1,8 x 107 1x 1070
NP 7 1,8x 10° 1x 10710
Ni(OH), 1,8 x 107 0
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Figura 2.6: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados com os materiais NP1 (7), NP5
(7) e NP7 (") em 0,1 mol/L KOH/KCI, v =10 mV/s.

Nota-se aqui que a unidade ndo é a de atomos de ouro, mas sim de mol de

nanoparticulas.

21



Modificacao de eletrodos com nanoparticulas u-Ni(OH). e ouro para
aplicacao em sensores — Resultados e Discussao

Os eletrodos modificados foram caracterizados eletroquimicamente através
de medidas de voltametria ciclica, como apresentado na Figura 2.6. E possivel
observar que o eletrodo modificado somente com nanoparticulas de ouro apresenta
em seu voltamograma somente um pico de reducao por volta de 0,1 V, o que esta
de acordo com a literatura (Bao et al. 2008). Este pico € atribuido a um processo de
redugao da superficie das nanoparticulas de ouro que diminuiu progressivamente a
medida que se aumenta a propor¢cédo de niquel nas suspensdes, sugerindo que 0
hidréxido de niquel recobre a superficie das nanoparticulas de ouro.

A partir do voltamograma para o eletrodo modificado com a dispersao NP3,
observa-se 0 aparecimento dos picos de oxidacao/reducao do hidréxido de niquel.
E nas suspensbes seguintes mais concentradas de hidréxido de niquel, uma
crescente definicdo desses picos com maiores valores de corrente e capacidade de
carga. Quanto maior a area superficial coberta pelo hidroxido de niquel, maior o
namero de sitios disponiveis para catalise e, portanto, melhor desempenho
eletrocatalitico do material. Por isso, a amostra NP7, que tem a maior concentragéao
de hidréxido de niquel, foi avaliada quanto sua estabilidade, onde observou-se
apos 50 ciclos consecutivos que nao havia melhora da estabilidade desse material
quando comparado ao hidroxido de niquel puro, como pode ser observado na
Figura 2.7.
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Figura 2.7: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com o material de hidréxido de
niquel e nanoparticulas de ouro NP7 em 0,1 mol/L KOH/KCI, v = 10mV/s
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A variacdo de corrente entre o 20° e o 50° ciclos foi de 55% para a
modificacdo com o material NP7 que € proximo ao valor obtido para o hidroxido de
niquel puro. Isto indica que a inser¢do das nanoparticulas de ouro nessa proporgéo
nao contribuiu para a estabilidade do material como se esperava. Portanto, partiu-
se para a investigacao da estabilidade da seguinte amostra mais concentrada em
niquel, a NP6. A estabilidade do material foi avaliada da mesma maneira, por 50
ciclos voltamétricos consecutivos, que estdo apresentados na Figura 2.8
Inicialmente, NP6 apresenta baixas capacidades de carga que aumentam ao longo
das varreduras ciclicas seguintes até atingir uma estabilidade que se mantém até o
509 ciclo. Entre 0 20° e o 50° ciclo a corrente apresentou uma variacdo de apenas
6%. Além da baixa variacdo da corrente, os potenciais de oxidacdo e redugao
permaneceram 0S mesmos, portanto nao foi observada a formacgao da estrutura 3-
Ni(OH).. Ap6s a observacdo que a insercdo da nanoparticula de ouro provocou
uma melhora na estabilidade do a-Ni(OH),, este material foi caracterizado e o

sensor otimizado.
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Figura 2.8: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com o material de hidréxido de

niquel e nanoparticulas de ouro NP6 em 0,1 mol/L KOH/KCI, v = 10mV/s
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2.4.3. Caracterizacao estrutural e morfolégica

Os voltamogramas apresentados anteriormente sugeriam uma estrutura do
hidréxido de niquel corresponde a fase alfa, com picos de oxidagédo e redugdo em
0,4 e 0,37 V, respectivamente. Medidas de difracdo de raios-X podem confirmar a
estrutura cristalina obtida por essa sintese e também fornecer outros parametros
interessantes como tamanho de cristalito, espacgo interlamelar e ainda verificar se
as nanoparticulas de ouro provocaram alguma alteragéo na estrutura do hidréxido
de niquel e vice-versa. O hidréxido de niquel sintetizado na auséncia das
nanoparticulas de ouro (daqui em diante chamado de “hidroxido de niquel puro”)
também foi submetido a essa analise para comparacao.

Os difratogramas obtidos estdo apresentados na Figura 2.9, onde a)
hidréxido de niquel puro e b) hidroxido de niquel modificado com nanoparticulas de
ouro. A dificuldade de sintetizar o novo material em grandes quantidades, devido a
baixa concentracdo das nanoparticulas de ouro na dispersao de partida, dificultou a
amostragem para realizar a difragdo de raios-X. A quantidade de amostra
sintetizada em forma de pd néo era suficiente para preencher o porta amostra e um
desnivel grande entre eles (amostra-porta-amostra) ndo atenderia as exigéncias da
Lei de Bragg, Equacao 2.1. Para superar isso, a amostra foi depositada no lado
contrario do porta amostra a partir da suspensdao e a acumulacdo de dados foi
aumentada através da diminuicdo da velocidade de varredura para intensificar o
sinal.

2dsenf =nl (Equacao 2.1)

Onde d é a distancia entre os planos, 6 é o angulo de Bragg, n € uma
constante de multiplicidade e A € o comprimento de onda da fonte utilizada. O
difratograma obtido para o o material de hidréxido de niquel e nanoparticulas de
ouro NP6 (Fig. 2.9 (b)) apresenta caracteristicas de um material fracamente
cristalino e com caracteristicas turbostrasticas (Liu and Li 2009).
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Figura 2.9: Difratograma de Raios-X das amostras sintetizadas como a) hidréxido de niquel
puro e b) do hidroxido de niquel com nanoparticulas de ouro (NP6). Marcacoes dos picos
correspondem a: (m) B-Ni(OH), (06-0141); (e) a- Ni(OH), (JCPDS 22-0444) e (*) ouro metalico
(JCPDS 04-0784).

A banda larga observada entre 26 = 20 — 30° é caracteristica da desordem
do material e é apresentada no difratograma dos dois materiais. E possivel que
haja também uma contribuicdo do sinal do porta amostra nessa mesma regido. A
analise do hidréxido de niquel puro apresenta ainda picos das duas estruturas, a e
B, sugerindo uma mistura das fases. O difratograma do hidroxido de niquel com
nanoparticula de ouro ndao apresentou nenhum pico relativo a estrutura p. Supde-
se, portanto, que esta fase nao esta presente, pois o0s picos poderiam ser
facilmente observados devido a sua natureza mais cristalina. Sugere-se que a

presenca das nanoparticulas de ouro durante a sintese induz a formacao da fase
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alfa do hidréxido de niquel. A partir dos difratogramas, é possivel obter uma
estimativa do tamanho do cristalito formado utilizando a equacao simplificada de

Scherrer a seguir:

L 094
[ cosb

(Equacao 2.3)

Onde 1 é 0 tamanho do cristalito em nm, A € comprimento de onda da fonte,
que para o Cu € 0,154184 nm, B é a largura a meia altura do pico em radianos e 6
€ o0 angulo de Bragg. Para o hidréxido de niquel puro, foi usado o valor de 26 =
59,38, B = 0,01169m. O tamanho estimado do cristalito € T = 13 nm. A Equacéo de
Scherrer € aplicada somente para cristalitos pequenos e deve ser usada como uma
estimativa, uma vez que admite-se que o alargamento dos picos na difracdo é
causado pelo tamanho reduzido do cristalito. No entanto, a baixa cristalinidade do
material obtido neste trabalho também pode contribuir para este alargamento.

Para a amostra com nanoparticulas de ouro, NP6, o difratograma (b)
apresenta uma baixa relacao sinal ruido. Isso deve-se a dois fatores: 1) a-Ni(OH)»
€ pouco cristalino e portanto os picos sao pouco definidos e 2) a amostra estd em
baixa quantidade. Por causa da baixa resolugdo, ndo foi possivel estimar o
tamanho do cristalito por esta técnica. Nesta amostra ha trés picos bem definidos
em 20 = 38,2; 44,4; 64,6, todos correspondentes ao ouro metalico (JCPDS 04-
0784), sugerindo alta cristalinidade das nanoparticulas e a manutengdo de sua
estrutura apos a sintese.

Ainda, € possivel observar um pico em aproximadamente 26 = 14°, plano
(001) do hidroxido de niquel correspondente a lamela. O deslocamento observado
entre o pico obtido experimentalmente e o padrao da ficha cristalografica (JCPDS
22-0444) pode ser atribuido as condigbes de sintese, como solvente, contra ion do
sal de niquel utilizado como reagente e a propria adicdo de nanoparticulas de ouro.
A partir da Equacao 1, foi possivel obter uma estimativa da distancia interlamelar, d
~ 6 A. O valor encontrado foi menor que o esperado para a estrutura alfa do
hidroxido de niquel (8 A). Provavelmente, apds a sintese as lamelas ainda estejam
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um pouco compactadas, o que justifica 0 aumento da capacidade de carga do
material durante os primeiros ciclos voltamétricos até atingir uma estabilidade. Isso
foi observado na Figura 5.4. Uma aproximacdo do pico em 26 = 14° esta
apresentada na Figura 2.10, onde a intensidade foi elevada ao quadrado para

definir o pico contra o ruido.

75000 —

50000 —

(Intensidade)’

25000 —

T T T T T T T
13 14 15 16

20/ graus
Figura 2.10: Aproximacao do difratograma do hidroxido de niquel com nanoparticulas de

ouro na regiao do plano (001).

Delahaye e colaboradores REF encontrou uma relagdo entre a distancia
interlamelar do hidréxido de niquel com o niumero de atomos de carbono do anion
utilizado na sintese. E possivel que o uso do anion acetato na sintese influencie na
fase do hidroxido de niquel produzido. De forma geral, a comparagdo entre os
difratogramas dos dois matérias (sem e com nanoparticulas de ouro) sugere que a
insercao de nanoparticulas de ouro na sintese favorece a formacao da fase alfa do
hidréxido de niquel uma vez que nenhum pico da fase [3 foi identificado.

Como discutido anteriormente, quando as dimensdes dos materiais sao
reduzidas a escala nanométrica, dois efeitos podem ser observados. Primeiro, o
aumento da area superficial, fenébmeno importante quando se estuda processos
cataliticos. Segundo é o efeito de confinamento quéantico, que ocorre quando as
dimensdes das particulas estdo prdéximas ao comprimento da funcdo de onda do
elétron o que pode alterar radicalmente as propriedades dos materiais, como a
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Energia de bandgap. A partir da absorcao da radiacéo eletromagnética, os elétrons
passam do estado fundamental para o estado excitado que no caso de materiais no

estado sélido, corresponde a transi¢cao entre a banda de valéncia e banda de

conducéao. A diferenca energética entre a BV e a BC do material € denominado de
energia de bandgap (Eng) e pode ser determinada por espectroscopia na regiao do
ultravioleta/visivel. A Figura 2.11 apresenta o espectro de absorcao obtidos da
dispersao alcodlica de Ni(OH), sem nanoparticulas de ouro.
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Figura 2.11: Espectro de absorcao na regidao do ultravioleta e visivel da dispersao de
hidréxido de niquel sintetizado (branco: alcool isopropilico).

A energia de bandgap do hidréxido de niquel puro bulk varia entre 3,6 a 3,9
eV, o que corresponde a uma absorcao na regiao de 318-344 nm (Carpenter and
Corrigan 1988). Para o hidréxido de niquel sintetizado neste trabalho, foi observada
uma absorcao que comeca em 330 nm, valor obtido a partir do célculo da derivada
do espectro de absorcdo. A banda larga observada sugere uma ampla faixa de
tamanho das particulas. No entanto, o pico tem seu maximo em 230nm o que
representa as transicées de maior frequéncia que ocorrem no material. Portanto, a
energia de bandgap obtida para o hidréxido de niquel puro foi de 4,5 eV, valor este
maior que o material na sua forma bulk. A determinag@o da Eyq foi feita a partir da
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prolongacao por uma reta do pico de absor¢do. Se o material esta em regime de
confinamento quantico, a energia de bandgap se desloca para valores maiores que
do bulk. No espectro é observado deslocamento do pico para valores menores de
comprimento de onda, chamado de blueshift. Sendo assim, o deslocamento do pico
de absorcao para menores comprimentos de onda sugere a formacao de particulas
muito pequenas e em regime de confinamento quantico.
Dispersdées dos novos materiais NP5, NP6 e NP7 e uma dispersdo das
nanoparticulas de ouro também foram analisadas por espectroscopia UV-vis. Os
espectros de absorcao estao apresentados na Figura 2.12.
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Figura 2.12: Espectros de absorcao na regiao do ultravioleta visivel das dispersoes de NP5
(7), NP6 (), NP7 (7), AuNP (7) e Ni(OH), (7), (branco: alcool isopropilico).

A regidao de 500 a 700 nm é caracteristica dos picos da banda plasmon das
nanoparticulas de ouro, mas as dispersées apresentam grande absortividade por
toda a regido de 200 a 900nm. No entanto, um destaque pode ser dado na regiao
entre 230 a 280 nm, onde observa-se uma relacao entre o hidréxido de niquel e as
AuNPs. Uma aproximagao dessa regiao € apresentada na Figura 2.13.
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Figura 2.13: Espectros de absorcao da regiao ultravioleta visivel das dispersoes NP5 (7), NP6
(7), NP7 (7), AuNP () e Ni(OH), (7) com maior resolucao na regidao de 200-300 nm.

Observa-se, para a dispersdo com somente AuNP, uma larga banda com
maximo em 280nm. Ao comparar esta com os maximos das bandas das dispersdes
dos materiais de hidroxido de niquel com nanoparticulas de ouro, nota-se um
aumento proporcional da absorcdo nesta regido com a concentragcado de hidroxido
de niquel. Ainda mais, um deslocamento do maximo do pico para comprimentos de
ondas menores, 280, 260 e 249 nm para NP5, NP6 e NP7, respectivamente.

Enquanto que o aumento da absorcdo corresponde ao aumento da
quantidade de hidréxido de niquel na dispersao, o deslocamento da banda sugere
gue ha uma interagdo entre a nanoparticula de ouro e o hidréxido de niquel na sua
superficie. Possivelmente, o hidroxido de niquel ndo precipita somente entra as
nanoparticulas de ouro, mas cresce na sua superficie e interage, alterando sua
banda plasmon. A partir destas observagdes, juntamente com o perfil voltamétrico
do material, sugere-se que o hidréxido de niquel recobre as nanoparticulas de ouro
(Zhang et al. 2011).
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O voltamograma da dispersao de NP5 apresentado na Figura 2.6 sugeriu
que o hidroxido de niquel nesta concentracdo nao recobriu a superficie da
nanoparticula e a espectroscopia corroborou para esta proposicdo, pois a
dispersdo apresentou maximo de absorgdo no mesmo comprimento de onda que a
AuNP. Ja as dispersdes com maior concentracdo de hidroxido de niquel
apresentam 20 e 30 nm de deslocamento além do aumento da absor¢cdo quando
comparados com AuNP. Todas essas observagbes experimentais, portanto,
sugerem que a superficie das nanoparticulas de ouro esta recoberta por hidréxido
de niquel, isto levanta a possibilidade da formacdo de um material core-shell na
proximidade das nanoparticulas de ouro.

A morfologia dos materiais hanoestruturados é um fator importante que atua
diretamente no desempenho eletroquimico destes e, por este motivo, as amostras
obtidas foram investigadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). A
Figura 2.14 abaixo mostra imagens obtidas para a NP6.
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Figura 2.14: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura do hidréxido de niquel com
nanoparticulas de ouro, e B) detector de backscattering.

As imagens obtidas por MEV mostram um material nanoparticulado,
caracteristica que favorece o desempenho do material tanto na sua estabilidade
quanto na atividade eletrocatalitica. A imagem da Figura 2.14. b) é formada por
elétrons retroespalhados e como o hidroxido de niquel ndo é um bom condutor, é
facil observar contrastes no material devido a insercdo das nanoparticulas de ouro.
Devido a diferenca na densidade eletrénica entre o hidroxido de niquel e as
nanoparticulas de ouro, observa-se um contraste entre os dois materiais. Além

disso, é possivel observar que as nanoparticulas de ouro, regides mais claras da

32



Modificacao de eletrodos com nanoparticulas u-NilOH): e ouro para
aplicacao em sensores — Resultados e Discussao
imagens, estdo distribuidas com certa uniformidade pela amostra e ndo estdo
aglomeradas. Portanto, acredita-se na formag¢ao de um nanocompésito.

As amostras também foram analisadas por Microscopia Eletronica de
Transmissao (TEM), onde nas Figuras 2.15 e 2.16 apresentam-se as imagens para
as amostras de hidréxido de niquel puro e do hidroxido de niquel com
nanoparticulas de ouro (NP6) respectivamente.

Na Figura 2.15 (imagens a, b, c e d) observa-se um material com morfologia
de folhas e poroso. Essa morfologia foi observada em vérios trabalhos na literatura
para o a-Ni(OH), (Oliva et al. 1982) e (Lang et al. 2008)) e para a o a-Ni(OH).
((Liang et al. 2004; Liu and Li 2009). A partir das micrografias das nanofolhas
apresentadas, acredita-se que o crescimento do hidroxido de niquel se da
provavelmente pelos eixos cristalograficos a e b. O crescimento pelo eixo ¢ pode
ser desfavorecido devido a instabilidade das interacdoes e também pela distancia
interlamelar (Guan and Deng 2007). Nas imagens e e f pode-se observar que as
folhas sdo formadas por uma aglomeracdo de cristalitos de dimensdes
nanomeétricas com tamanho médio de 3,8 nm. O histograma correspondente a essa
analise de N= 126 e faixa de tamanho de 3,2 a 4,2 nm, esta apresentado na Figura
2.18.
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Figura 2.15: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao do hidroxido de niquel puro
em diferentes resolucoées.
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Figura 2.16: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao do
nanoparticulas de ouro em diferentes regioes da amostra. E e F com maior resolugao para a
observacao dos planos cristalinos (111) e (200) da fase alfa do hidroxido de niquel, circulos

azul e vermelho respectivamente.

idroxido de niquel com
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Nas imagens de TEM obtidas para hidréxido de niquel com a insercao de
nanoparticulas de ouro, observa-se um material similar ao hidroxido de niquel puro
formado por nanofolhas. O material se apresenta como um nanocompoésito de
hidréxido de niquel e nanoparticulas de ouro. De modo geral, € um material
uniforme, o hidréxido de niquel mantém a mesma morfologia apresentada de
quando puro, onde as AuNPs estdo sempre recobertas pelo hidroxido de niquel. Ja
as imagens e e f (Figura 5.11) foram obtidas com maior resolugcdo e podem-se
identificar alguns planos cristalinos do ouro e do hidréxido de niquel (circulos na
imagem). Apesar do hidroxido de niquel obtido ser pouco cristalino, como também
observado nos difratogramas, os planos (111) e (200) da fase alfa (circulos
vermelho e azul respectivamente) puderam ser identificados a partir da distancia
média entre eles. Observa-se nas imagens de maior resolucao que o hidroxido de
niquel esta em contato com as nanoparticulas, ndao ha uma desconexao entre os
dois materiais. Também foi obtido para uma estimativa do didmetro do cristalito do
hidréxido de niquel no novo material a partir das imagens de TEM. O histograma
dessa andlise esta apresentado na Figura 2.18, onde observa-se uma pequena
distribuicao de tamanho (1,6 a 2,1 nm, n= 66) com valor médio do diametro de 1,9
nm. O didmetro observado para o hidroxido de niquel na presenca de
nanoparticulas de ouro € ainda menor que o observado para o hidréxido de niquel
puro. Fato que pode ser atribuido a insercdo destas no meio reacional antes da
precipitacdo do hidréxido de niquel. A presenca das nanoparticulas de ouro pode
favorecer a nucleacédo das nanoparticulas de niquel ao invés do crescimento das

mesmas.
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Figura 2.17: Histograma do diametro da particula obtido a partir de imagens de Microscopia
Eletronica de Transmissao do hidroxido de niquel puro.
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Figura 2.18: Histograma do diametro da particula de hidréxido de niquel obtido a partir de
imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao para o material de hidréxido de niquel
com nanoparticulas de ouro.

Com o objetivo de identificar o novo material, foi utilizado um recurso simples

mas esclarecedor. Calculou-se o volume de hidroxido de niquel e o volume de
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nanoparticulas de ouro em uma amostra desse novo material. A partir da
concentragédo e da densidade da fase alfa-hidréxido de niquel hidratada, obteve-se
o valor aproximado de 0,007 mm?® para o hidréxido de niquel no novo material. No
entanto, o volume calculado de nanoparticulas de ouro é de 2 mm?
aproximadamente trezentas vezes maior que o de hidréxido de niquel. Este
resultado traz o raciocinio de que apesar das imagens de TEM sugerirem que as
nanoparticulas de ouro estdo inseridas em uma matriz de niquel, o material obtido
é o oposto. O nanocomposito se apresenta como uma matriz de nanoparticulas de

ouro com hidréxido de niquel recobrindo-a na superficie.
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2.4.4. Caracterizacao eletroquimica e estabilidade

Apbs a caracterizacdo morfolégica dos materiais sintetizados, o sensor
eletroquimico foi otimizado quanto a sua modificacao e ao pH do eletrélito suporte.
Esses dois parametros sao determinantes para a performance de um sensor. Os
sensores de hidréxido de niquel puro e do novo material NP6 sdo preparados a
partir da deposicao da suspensao aquosa dos respectivos materiais. Uma aliquota
de 2uL da suspensao aquosa com concentragdo de 1,8 mmol/L de hidréxido de
niquel é depositada na superficie limpa do eletrodo de carbono vitreo. A etapa de
modificacdo é muito importante para o melhor funcionamento do sensor, onde
deve-se alcancar o recobrimento ideal do eletrodo, uma vez que a deposicédo de
pouco material, pode causar um desempenho aquém, além de facilitar a lixiviacao
do filme da superficie. Mas por outro lado, um filme muito espesso dificultaria o
transporte de elétrons ja que o hidréxido de niquel ndo € um bom condutor, com
condutividade préxima a 10° Q" em™ quando hidratados. Nesse sentido procurou-
se observar a melhor relagdo da corrente e estabilidade do eletrodo com o nimero
de adi¢cbes da aliquota de 2 pL. A Figura 2.19 apresenta no grafico de barras a
relacdo entre a corrente de pico apds 50 ciclos voltamétricos versus o numero de

deposicao de aliquotas.
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Figura 2.19: Grafico da corrente pelo nimero de adicoes de 2uL da dispersao para a
otimizacao da modificacao do eletrodo. As porcentagens correspondem a corrente de pico
apos 50 ciclos em relacao a corrente inicial.
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O estudo de otimizacao resultou que o melhor recobrimento do eletrodo é
obtido quando a modificacao é feita com 5 deposicdes de 2L sobre a superficie do
eletrodo. O sensor preparado a partir desta modificagdo, apresentou grande
estabilidade, permanecendo com 94% da corrente de pico inicial apds 50 ciclos. O

recobrimento do eletrodo pdde ser calculado a partir da seguinte equacéao:

nkA (Equacgéo 5.3)

Onde, Q é a carga do pico anodico, n € o numero de elétrons da reacao de
oxidacao, F é a constante de Faraday e A a area geométrica do eletrodo. Para o
eletrodo modificado com a otimizacdo do recobrimento descrita, o recobrimento
obtido foi I = 2,11 x 10® mol.cm™®. A Figura 2.20 apresenta os voltamogramas
ciclicos obtidos para no experimento de otimiza¢do do recobrimento para o eletrodo
modificado com 5 deposi¢cdes da suspensao.
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Figura 2.20: Voltamogramas ciclicos do eletrodo com o nhanocompdsito nas condigoes
otimizadas de modificacao; 2° ciclo (7), 5° ciclo (7) e 50° ciclo ().
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Observa-se um significativo aumento da estabilidade do eletrodo modificado
apés a otimizacao da deposigcédo. Antes deste estudo, 0 nanocompdsito alcangava
sua estabilidade apenas no 20° ciclo e agora no 5° ciclo. Ainda mais, a diferenca
entre as correntes de pico é de apenas 6 % entre 0 5° e 0 50° ciclo.

Os potenciais de pico de oxidacado/reducao do nanocompdsito apresentam-
se em valores menos positivos (0,41/0,33V respectivamente) que para o hidroxido
de niquel puro (0,45/0,37V). Este efeito € observado também na dopagem do
hidréxido de niquel com ions de cobalto. Sugere-se que o mecanismo por tras
dessa observacao seja 0 mesmo. O aumento da condutividade do filme modificador
diminui os potenciais dos processos.

A partir da otimizagdo da modificacdo, o eletrodo foi caracterizado
eletroquimicamente para que alguns parametros possam ser avaliados a fim de se
obter um melhor entendimento das propriedades do filme. A constante de
transferéncia de carga, ks, pode ser obtida por varios métodos como o método de
Laviron, Tafel, Koutech-Levich, Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica ou
por micropolarizagédo (Bard & Faulkner, 2001). O método de Laviron, sendo o mais
simples experimentalmente, foi realizado com o intuito de obter o ks. A velocidade
de varredura de ciclos voltamétricos foi variada para o eletrodo modificado com o
nanocompdsito, Figura 2.21.
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Figura 2.21: Voltamogramas ciclicos do eletrodo nanocompdsito em diferentes velocidades
de varredura (5 a 900 mV/s). Inset: Grafico da corrente de pico versus a velocidade de
varredura.
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A analise dos dados é feita pela relacdo da corrente de pico com a
velocidade de varredura, inset da Figura 2.21. Os voltamogramas obtidos mostram
um aumento da corrente de pico e um deslocamento dos potenciais de oxidagéo e
reducdo com o aumento da velocidade. Para este eletrodo modificado, o pico de
oxidacdo desloca-se de forma significativa com o aumento da velocidade. No
entanto, o pico de redugao apresenta deslocamentos discretos. O potencial formal
€ quase independente da velocidade de varredura indicando uma transferéncia de
carga rapida, e por isso, a condicdo de uma separacdo de picos de no minimo
200 mV/n (n = nimero de elétrons) nao é atingida, impedindo a sua aplicagao para
a obtencao da constante. O comportamento linear observado no grafico inserido
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(Figura 2.21) é caracteristica de espécies confinadas na superficie do eletrodo. Os
métodos de Tafel e de Kouteck-Levich também foram aplicados para o sistema,
mas também n&o foi possivel a determinacao da constante.
Como alternativa para avaliar o processo de transferéncia de carga no
eletrodo, foram realizados experimentos de impedancia aplicando um potencial de
0,40 V com 5 mV de amplitude da perturbagcao, para monitorar o processo de

oxidagao do hidréxido de niquel (Figura 2.22).
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Figura 2.22: Graficos de Nyquist dos experimentos impedimétricos com os eletrodos
modificados com hidréxido de niquel puro a) e nanocompadsito b).

Tanto o eletrodo preparado com hidréxido de niquel puro quanto o eletrodo
modificado com o nanocompdédsito de ouro apresentaram perfis impedimétricos
semelhantes. A faixa de frequéncia investigada foi de 100000 até 0,01Hz. No
entanto, pode-se restringir o grafico de Nyquist até 20Hz pois ndo ocorre henhum
evento adicional abaixo dessa frequéncia. Em ambos os graficos de Nyquist
observa-se um semicirculo no inicio seguido de uma reta com inclinacao entre 45°,
tendendo a 90°. Os dados impedimétricos foram ajustados para um circuito

equivalente que esta representado pela Figura 2.23.

43



Modificacao de eletrodos com nanoparticulas u-Ni(OH). e ouro para
aplicacao em sensores — Resultados e Discussao

Q
12
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Figura 2.23: Representacao do circuito equivalente resultante do ajuste dos experimentos
impedimétricos.

Na figura 2.23, R1 corresponde a resisténcia da solucao, do sistema como
um todo, distancia entre os eletrodos e do eletrdlito. Em seguida, o circuito se abre,
e em paralelo estdo Q e R2 em série com W. Q representa o pseudocapacitor
formada pela dupla camada elétrica na superficie do eletrodo (CPE, componente
de fase constante). Ja a segunda resisténcia, R2, corresponde a
dificuldade/facilidade de transferéncia de carga entre o material modificador e o
eletrodo de carbono vitreo. W (Warburg) e T (tangente hiperbdlica) sdo elementos
que se complementam para ajustar o evento difusional (reta no Gréafico de Nyquist).
O evento de difusao apresentado pelos dois filmes possuem contribuicdes de uma
difusdo semifinita, representada por W, e difusdo limitada representada por T. A
primeira corresponde a difus&do do eletrélito do bulk até a superficie do eletrodo. Ja
a segunda, sugere-se que corresponde a difusao entre compartimentos confinados,
como poros ou lamelas. O valor de R2 corresponde, no grafico de Nyquist, ao
didmetro do semicirculo, que pelo ajuste obteve-se: 25,4 0,8 e 19,5 +0,7Q para o
hidroxido de niquel e para o nanocompdsito respectivamente. Os baixos valores de
Ro obtidos mostram que a transferéncia de carga € facil para o processo de
oxidagdo do hidroxido de niquel, mesmo apesar da sua baixa capacidade
condutora. Possivelmente, a nanoestruturacao colabora com a boa transferéncia de
carga observada nos dois materiais. A diferenca entre os valores de R: do
hidréxido de niquel puro e do nanocompdésito pode ser atribuida a insercao das
nanoparticulas de ouro que melhoraram a condutancia do material. Também se

pode concluir que o pequeno valor de resisténcia na troca de carga entre o filme e
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o eletrodo sugere que os filmes estdo bem aderidos a superficie do eletrodo,
facilitando assim a transferéncia de carga.

Este fenébmeno € de grande importancia ao se estudar o hidréxido de niquel
ja que as reagdes de oxidagdo e reducdo do material incluem a difusdo de um
préton (ver Eq. 2.1). Portanto, uma vez que a transferéncia de carga é rapida, a
velocidade da reacdo é controlada pela transferéncia de prétons que sao liberados
e difundem para o eletrélito onde reagem com ions OH do meio e formam
moléculas de 4gua. O mesmo raciocinio é valido para a redugao onde as vacancias
geradas na oxidagao serdao preenchidas com a redugao do material e difuséo de
um préton para o interior da estrutura cristalina. Admite-se, portanto, que o balanco
de carga é mantido no cristal todo o tempo. A influéncia do pH sobre a reacao de
oxidacao e reducdo do hidréxido de niquel foi estudada na faixa entre 12 a 14 e
esta representada na Figura 2.24.
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Figura2.24: a) Voltamogramas ciclicos do eletrodo com o nanocompdsito em diferentes
valores de pH do eletrolito suporte, KOH/KCI, v=10mV/s, pH 12 (7), 12,5 (); 13 (7); 13,5() e

14 (7). b) Relacao do potencial de pico (dir.) e da corrente de pico anddica (esq.) com o pH do
eletrélito suporte.

A Figura 2.24 a) apresenta os voltamogramas ciclicos do eletrodo
modificado com o nanocompdsito (NP 6) em diferentes pHs. A Figura 2.24 b)
mostra a influéncia do pH sobre o potencial de oxidacao e sobre a corrente de pico

anddica. Observa-se nos ciclos voltamétricos que os processos eletroquimicos
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envolvidos na oxidacao sao fortemente influenciados pela concentragdo de OH" do
meio. Com o aumento da concentracdao de ions OH™ no meio, o potencial desloca-
se para valores menos positivos e a corrente de pico aumenta até atingir um
maximo em pH 13,5. Contudo, sabe-se que altas concentragcbes OH- aceleram o
processo de transformagdo do a-Ni(OH), para B-Ni(OH),. E possivel notar ainda
um segundo pico de redugdo correspondente a fase 3 no voltamograma em pH 14,
em apenas um ciclo. Aléem disso, uma grande diminui¢cdo da capacidade de carga
do material foi atribuida a essa transformacgéo. Apesar de no pH 13,5 a oxidagéao
ocorrer em um valor menor de potencial que em pH 13, é neste ultimo valor de pH
gue O processo se apresenta mais reversivel (maior equivaléncia entre correntes
de oxidacdo e redugdo) e portanto um sistema mais estavel. A relacdo entre
potencial de oxidacao e pH € linear dentro da faixa de 12 a 13,5, e o coeficiente
angular da reta correspondente foi igual a -108mV/pH, o que sugere que o
processo de oxidacao/reducao do nanocompdsito envolve duas vezes mais prétons

do que elétrons, aproximadamente.

2.4.5. Eletrocatalise da glicose

As propriedades eletrocataliticas do hidréxido de niquel sdo bem conhecidas
para diversas moléculas, carboidratos, alcoois, ureia, aminoacidos e outros. No
entanto, sua aplicabilidade € limitada devido a instabilidade da fase alfa. A
caracterizagdo do novo material mostrou que houve um melhoramento da
estabilidade do processo de oxidagao/reducado do hidroxido de niquel a partir da
inser¢do das nanoparticulas de ouro. Por isso, 0 comportamento do nanocompaosito
deve ser avaliado quanto a sua aplicacdo. Para uma avaliacdo das propriedades
eletrocataliticas deste material, a oxidacao da glicose foi o objeto deste estudo que
foi realizado em conjunto com o hidréxido de niquel puro para comparacao.

A eletrocatdlise da glicose pode ocorrer em eletrodos de metais nobres
como ouro ou platina (. No entanto, técnicas mais sofisticadas tem de ser usadas
para a limpeza dos produtos de oxidacado adsorvidos na superficie. Eletrodos de
carbono vitreo (GCE) nao possuem efeito eletrocatalitico para a glicose, contudo, o
GCE é uma boa plataforma para modificacbes de sua superficie. A Figura 2.25
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apresenta os voltamogramas ciclicos em eletrélito suporte de KOH 0,1 mol/L
obtidos com eletrodo de carbono vitreo limpo na presenca de 10 ppm de glicose
(azul), o eletrodo modificado com o material de hidréxido de niquel com
nanoparticulas de ouro otimizado na auséncia (preto) e na presenca de 10 ppm de
glicose (vermelho). Observa-se que com o carbono vitreo ndo ha eletrocatélise do
acucar no eletrodo (azul). Ao modificar o eletrodo com o filme, observam-se os
picos caracteristicos do a-Ni(OH), (preto) e um aumento da corrente de pico de
oxidacao e diminuicdo na de redugdo na presenga do carboidrato (vermelho),

indicando a ocorréncia de eletrocatalise promovida pelo filme modificador.
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Figura 2.25: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo limpo (7) e do eletrodo

modificado com o nhanocompdsito (7) em eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI na presenca de 100
ppm de glicose e eletrodo modificado com o nanocompdsito em eletrolito suporte na

auséncia de glicose (7), v=10mV/s.

Estudos mais detalhados sobre o processo de oxidagédo da glicose sobre os
eletrodos modificados com hidréxido de niquel e com o nanocompoésito foram
realizados por voltametria ciclica. A corrente de pico proveniente da eletrocatalise

da glicose depende da velocidade de varredura, de acordo com a Equagéo 2.4:
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1/2
L, = 0,496FACD3/2 (:—;) (Equagéao 2.4)

Onde, |, é a corrente de pico, C é a concentragdo da glicose, F é a constante
de Faraday, A é a area do eletrodo, R & constante universal dos gases, T € a
temperatura e Do € o coeficiente de difusdo da glicose. Para este estudo, a
velocidade de varredura foi variada de 5 a 50 mV/s na presenca de glicose (100
ppm) como apresentados nas Figuras 2.26 e 2.27 para os eletrodos modificados

com hidréxido de niquel puro e com 0 nanocompaosito respectivamente
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Figura 2.26: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com hidréxido de niquel puro
em eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI na presenca de 100 ppm de glicose em diferentes
velocidades de varredura (5-50 mV/s).

Para este estudo, a velocidade de varredura foi variada de 5 a 50 mV/s na
presenca de 100ppm de glicose como apresentados nas Figuras 2.26 e 2.27 para

os eletrodos modificados com Ni(OH)> e com o nanocompdsito respectivamente.
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Observa-se em ambos os graficos, uma aumento da corrente de pico com o
aumento da velocidade de varredura.
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Figura 2.27: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com nanocompdsito em
eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI na presenca de 100 ppm de glicose em diferentes velocidades
de varredura (5-50 mV/s).

Observa-se em ambos os graficos, um aumento da corrente de pico com o
aumento da velocidade de varredura. Para analise desses dados, a corrente de
pico foi relacionada com a raiz quadrada da velocidade de varredura, Figura 2.28 e
2.29 para os eletrodos modificados com hidréxido de niquel puro e com hidréxido

de niquel com nanoparticulas de ouro respectivamente.
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Figura 2.28: Corrente de pico anddica versus o quadrado da velocidade de varredura para o
eletrodo modificado com hidroxido de niquel puro.
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Figura 2.29: Corrente de pico anddica versus o quadrado da velocidade de varredura para o
eletrodo modificado com nanocompadsito.
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A relacéo linear obtida entre a corrente de pico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura indica que 0s processos de ambos sensores sao
controlados pela difusdo da glicose. A transferéncia de carga no eletrodo é mais
rapida que o transporte de massa para os dois sistemas. Também foi possivel
construir uma relagao entre a corrente de pico normalizada pela raiz quadrada da

velocidade de varredura pela raiz quadrada da velocidade de varredura (Ip/v'?

versus v'’?)

, Figura 2.30. Foi observado para os dois eletrodos modificados um
comportamento tipico de um processo eletroquimico catalitico (EC’) (Bard &
Faulkner, 2001). O decaimento exponencial observado indica que a corrente
catalitica é afetada pela amostragem de tempo através da variacao da velocidade
de varredura.

Observa-se que a curva para o nanocompdsito (vermelha) tem um
decaimento menor que a curva do hidréxido de niquel puro, apesar dos dois
materiais oxidarem a glicose por meio de um processo catalitico. Provavelmente, a
catalise da glicose pelo hidréxido de niquel na superficia das nanoparticulas de

ouro é mais rapida que para o hidroxido de niquel puro.
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Figura 2.30: Corrente de pico anddica normalizada pela raiz quadrada da velocidade de
varredura versus a velocidade de varredura para o eletrodo modificado com hidroxido de

niquel (7) e para o0 nanocompaésito (7).
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Experimentos cronoamperométricos foram realizados com o objetivo de
obter a constante da velocidade da eletrocatalise da glicose sobre os eletrodos. A
cronoamperometria de duplo salto de potencial foi a técnica empregada para essa
investigacdo. A presenca de diferentes concentracbes de glicose resulta em uma
diferenca entre as correntes anddicas, como apresentados nas Figuras 2.31 e 2.32
para o Ni(OH). e para o nanocompdsito respectivamente. O método descrito por
Galus permite a obtencdo da constante de velocidade kq,s para uma reagao

eletrocatalitica através da Equacéo 5.5. a seguir:

’;—f = 12 (kopsCt) /2 (Equagéo 2.5)

Onde .o/l € a razao entre a corrente em uma dada concentragéo de glicose
e a corrente na auséncia do analito, ou seja somente em eletrdlito suporte. kops € a

constante de velocidade catalitica, C é a concentragéo do analito e t € o tempo.

0.8
7
6 - .
0.6 - e
A) 5
-
B) .f‘:,r"
- P | =
o 4 - [
< 04 < et et
E it
2 e
c -
o a "
S
O T T T T T T
13 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8
t1/2/31/2
0.2 4 : : : : : :
0 20 40 60 80

t/s

Figura 2.31: (A) Cronoamperogramas do eletrodo modificado com hidroxido de niquel puro
na auséncia (a) e na presenca de 0,75 (b); 1,0 (c); 1,5 (d); 2,0 (e); 4,0 mmol/L de glicose(f) em
eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI. (B)Dependéncia de l./l; vs t"? derivado dos
cronoamperogramas.
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Diversos trabalhos na literatura reportam catalise da glicose por eletrodos
modificados com hidroxido de niquel ou outros materiais similares. Na Tabela 2.2
encontram-se alguns desses trabalhos que obtiveram o valor de Kgps. Também
estdo apresentados os valores de kqps €encontrados neste trabalho para o hidroxido
de niquel puro e para o hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro. Observa-
se que os materiais nanoestruturados levam vantagem ao aumentar a velocidade
de catalise quando comparados com a-Ni(OH), ndo-nanoestruturado. A melhora do
processo pode ser atribuida ao aumento de sitios ativos devido a maior area
superficial promovida pela nanoestruturacdo. (Vidotti et al. 2009a) obteve uma
constante de 0,5 10”7 L.mol™ s™', enquanto que neste trabalho a constante obtida foi
de 3x10° L.mol" s™. Consegue-se um aumento de seis ordens de grandeza no

valor de kops a0 produzir materiais nanoestruturados e depois deposita-los no

eletrodo.
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Figura 2.32: (A) Cronoamperogramas do eletrodo modificado com nanocompdsito na
auséncia (a) e na presenca de 0,75 (b); 1,0 (c); 1,5 (d); 2,0 (e); 4,0 mmol/L de glicose(f) em
eletrolito suporte 0,1 KOH/KCI. (B)Dependéncia de I/, vs t"? derivado dos
cronoamperogramas.
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O valor de kqps Obtido para o novo material de hidréxido de niquel com
nanoparticula de ouro foi igual a 21x10° L.mol™ s, ou seja um valor sete vezes
maior que o hidréxido de niquel puro, sem as nanoparticulas de ouro. Na literatura
ndao foram encontrados valores de kos maiores do que o alcancado pelo
nanocomposito (Tabela 2.2). Este aumento na velocidade da catdlise é devido a
insercdo das nanoparticulas de ouro na matriz do hidréxido de niquel. Sugere-se
que esse aumento observado para o kops d0 Novo material € devido a um melhor
transporte de elétrons pelo flme com a insercdo das nanoparticulas de ouro e pela

fino recobrimento do hidréxido de niquel na superficie das AuNPs.
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Tabela 2.2. Comparacao de estudos da literatura entre materiais, potencial, contante catalitica
e faixa estudada com este trabalho.

Potencial

kobs

Referéncia Material (mV) (L.mol".s™) Faixa
(Danza;ez)et al. NINi(OH), 560/320 5,4 x 102 1-9 mM
(E'Zg'og al- Nitcurcumin) 700/350 65x10°  1uM-10 mM
(Ojani et al. Ni/Poly(o- 3 _
2008) aminophenol) 600/400 1,8 x 10 0,9-2,7 mM
(Jafarian et : 2 )
al. 2009) Ni/Cu 560/320 58x10 1-9 mM
(Yi et al. — 3 5
2008) Ni/Ti 500/250 1,67 x10 1,2 uM =10 mM
(Karim-
Nezhad et al. Co(OH), 560/230 2,64 x 10’ 0,8 — 50 mM
2009)
(Vidotti et al. Ni(OH) 7 5
2009a) eletrodepositado 2l Uil 2=l
a-Ni(OH). 3
Este trabalho oUro 536/245 3x10 0,75 —4mM
Este trabalho a-Ni(OH)./AuNP 520/230 21x 108 0,75 - 4mM
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A estabilizacdo da fase alfa do hidroxido de niquel através da insercao das
nanoparticulas de ouro resultou na estabilizagdo da corrente em 98% do valor
inicial em eletrolito suporte. Porém, o estudo de estabilizacdo do novo material se
completa com a investigacao do comportamento de ambos materiais na presenga
de glicose. Os eletrodos modificados foram submetido a 50 ciclos voltamétricos
consecutivos na presenca de 100 ppm de glicose. O ultimo ciclo de cada eletrodo
esta apresentado nas Figuras 2.33 e 2.34 para o hidréxido de niquel puro e para o
hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro respectivamente. Para o eletrodo
modificado com o hidréxido de niquel puro foi observado j& um deslocamento de
50mV do potencial de pico para valores mais positivos, 0 que indica a

transformacao da fase a para a fase 3.
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Figura 2.33. Voltamograma ciclico (509) do eletrodo modificado com hidréxido de niquel puro
apos 50 ciclos consecutivos em eletrélito suporte 0,1M KOH/KCI na presenca de 100 ppm de

glicose.
Por sua vez, o nanocompésito mantém a corrente de pico bastante

constante e sua estrutura alfa mesmo na presenca de glicose e com o tratamento
de 50 ciclos.
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Figura 2.34: Voltamograma ciclico (509) do eletrodo modificado com nanocompdsito apds 50
ciclos consecutivos em eletrélito suporte 0,1M KOH/KCI na presenca de 100 ppm de glicose.

Na Figura 2.35 apresenta-se a porcentagem da corrente de pico apds 50

ciclos em relagao a corrente inicial em ao longo dos ciclos para os dois eletrodos

modificados.
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Figura 3.35: Porcentagens da corrente de pico anddica em relacao a inicial apos ciclagens
consecutivas do eletrodo modificado com hidréxido de niquel puro (-) e modificado com
nanoparticulas de ouro (-) na presenca de 100ppm de glicose.
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Observa-se que enquanto no hidroxido de niquel a corrente diminui
consideravelmente, chegando a aproximadamente 50% do valor inicial, a corrente
de pico para o nanocompg@sito permanece praticamente inalterada. Isso mostra a
alta estabilidade do hidroxido de niquel com nanoparticulas de ouro mesmo em
experimentos exaustivos na presenca do analito, o que indica sua aplicagdao em

analises consecutivas.
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2.4.6. Curva analitica e determinacao de glicose

Uma das vantagens do hidréxido de niquel quanto a oxidacdo de
carboidratos e quando comparado a eletrodos de metais nobres, é a utilizagdo de
técnicas eletroquimicas mais simples. Por isso, o eletrodo modificado com
nanocompédsito foi utilizado na construcdo de uma curva analitica para
determinacao de glicose por cronoamperometria. Cada adi¢cdo de glicose promove
um aumento da corrente anddica correspondente a catalise, foram estudadas
concentragdes de 0,5 a 150 pg/mL.

Uma vez que hidréxido de niquel puro é muito instavel, ndo foi possivel obter
medidas de determinagdo da glicose reprodutiveis e confidveis. Portanto,

apresenta-se Figura 2.36 a curva analitica resultante desse estudo.
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Figura 2.36: Curvas analiticas obtidas a partir de cronoamperogramas para o hidréxido niquel
modificado com nanoparticulas de ouro o (¢) em consecutivas adicoes de glicose, potencial
aplicado de 0,41V

A faixa linear obtida para o nanocompésito e a equacao de reta do ajuste
dos dados se encontra abaixo:

a-Ni(OH)o/AuNP:
[ /(uA) = 0,324 [Glicose (umol/L)] Faixa linear: 0,5 a 50 pmol.L-1
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As concentracées mais altas (100 e 150 pg/mL) ndo pertencem a regiao
linear, sugerindo portanto uma saturagdo do sistema. A sensibilidade do eletrodo
modificado com o nanocompésito é de 0,3 pA/umol. O limites de deteccao foi
calculado como: 3o0/b, sendo ¢ o desvio padrédo do branco em n = 8 e b o
coeficiente angular da curva. Os valores encontram-se na Tabela 5.3 que também
contém alguns estudos da literatura.

Observa-se que a sensibilidade obtida para este trabalho € cerca de uma ou
duas ordens de grandeza maior que os demais. Os trabalhos de (Kumary et al.
2013)) e (Qiao and Zheng 2012) obtiveram limites de deteccao bem menores que o
deste trabalho e de outros encontrados na literatura. Possivelmente, o grafeno,
utiizado como plataforma do eletrodo em ambos, permita a determinacdo de
glicose em uma faixa linear mais baixa. No entanto, a sensibilidade destes
dispositivos com grafeno foi cerca de duas e trés ordens de grandeza menor que 0
do a-Ni(OH)>/AuNP. O trabalho publicado por (Vidotti et al. 2009a)), alcanca um
valor maior de sensibilidade, contribuicdo esta que pode ser atribuida para o
acoplamento de técnicas que aumentam a sensibilidade como FIA e Cromatografia
Liquida. Safavi et al. (2009) trabalharam com hidroxido de niquel nanoestruturado e
obtiveram um limite de deteccdo similar ao deste trabalho, no entanto a
sensibilidade aproximadamente duas ordens de grandeza menor que a deste
trabalho. Uma vez que o efeito da nanoestruturacdo é controlada ao se comparar
com o trabalho de Safavi, sugere-se que o aumento observado na sensibilidade
seja consequéncia da insercao das nanoparticulas de ouro. Esperava-se uma
diminuicdo na sensibilidade do nanocompdésito quando comparado com o hidroxido
de niquel, j& que o aumento da estabilidade do hidroxido de niquel dopado vem
acompanhado de uma diminuicdo da capacidade de carga. No entanto, a formacéao
do hidroxido de niquel com as nanoparticulas de ouro manteve uma boa

sensibilidade frente a eletrocatalise da glicose.
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Tabela 2.3. Comparacao entre parametros da curva analitica para a deteccao de glicose entre trabalhos da literatura e este estudo.

Faixa Sensibilidade LD

Referéncia Material Método linear (Amol.L™)  (umollL)
(Kun;z:);)e il Grafeno-niquel/6xido de niquel Voltametria ciclica ﬁrllc; /E 0,00341 0,28
(Safzac;gge)t al. Nano-Ni(OH) Amperometria O’Oril\_/l 23 0,0051 6
(Qiao 2a(|)11d2)2heng Grafen[\(l)?lz%croér;ggscllfm’quel TS 11O QLR I
(Han et al. 2010) Platina (é:g"rfg’orgf;?ig) 06(,)10|\1/|- NI 0,24mM
(Huang 2009) Monoc:&r:gc:]a;:gprggoieol S0 Cronoamperometria 28211'\; 5 NI
(Luo et al. 2012) B-Ni(OH),> nanofio/CNT Cronoamperometria 0,0ril\—/|0,5 0,060 5
(Luo et al. 2012) B-Ni(OH)> nanofolha/CNT Cronoamperometria 01,212M_ 0,017 10
Este trabalho a-Ni(OH)o/AUNP Amperometria 3;’0?/8 0,324 6,5
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2.5. Conclusoes Parciais

Neste trabalho, o hidréxido de niquel em sua fase alfa foi sintetizado a partir
de sua precipitacdo em uma dispersdo alcodlica de nanoparticulas de ouro. O
grande desafio era obter a-Ni(OH), nanoparticulado e que apresentasse uma maior
estabilidade frente ao hidréxido de niquel puro. A estratégia tracada para alcangar
esse objetivo € o uso de nanoparticulas de ouro dispersas em uma matriz de
hidréxido de niquel para que o aumento de condutividade do material
proporcionado pela insercdo da nanoparticula de ouro estabilizasse o processo de
oxidacao/reducao do hidréxido de niquel.

A sintese desenvolvida para a obtencao do material de hidréxido de niquel

com nanoparticulas de ouro resultou:

e Em um material nanoparticulado que colabora com o processo de

oxidacao/reducéo pois facilita a difusao de ions pelo material.

e Na formacédo de um nanocompdsito, onde as nanoparticulas de ouro
estdo formam a matriz e o hidréxido de niquel recobre a superficie.
Ainda mais, o hidroxido de niquel recobriu totalmente as
nanoparticulas de ouro, como foi comprovado pela combinacao das
observacgdes voltamétricas, de espectroscopia de ultravioleta-visivel e

microscopia eletrénica de transmissao.
A modificag@o do eletrodo com a dispersdo do nanocompdsito possibilitou:
e Um sensor otimizado que mantém aproximadamente 94% da corrente

inicial ap6s 50 ciclos consecutivos tanto na auséncia quanto na

presenca de glicose.
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e Um deslocamento dos potenciais de oxidagdo/redugédo, quando
comparado com o hidréxido de niquel puro, que indica um aumento
da condutividade do material. Fenémeno este atribuido a insercao das

nanoparticulas de ouro.

Quanto as propriedades eletrocataliticas, o a-Ni(OH)/AuNP apresentou:

e Um grande aumento, cerca de seis ordens de grandeza no Kgps
quando comparado ao hidréxido de niquel puro eletrodepositado. E
sete vezes maior que o hidréxido de niquel puro obtido neste
trabalho. Ainda mais, ndo foi encontrado nenhum trabalho da
literatura com constante eletrocatalitica maior para a oxidagdo da
glicose por materiais baseados em hidréxido ou Oxido de niquel.
Sabe-se que as nanoparticulas de ouro no novo material nao
eletrocatalisam a glicose, portanto este efeito deve-se provavelmente

ao aumento de condutividade.

o Deteccdo amperométrica da glicose foi aproximadamente igual entre
o a-Ni(OH)2/AuNP e os estudos da literatura. Os valores obtidos tanto
para a sensibilidade quanto para o limite de deteccao foram similares.
Apesar de nao ter sido observado um aumento da sensibilidade a
carboidratos para o nanocompdsito, sua capacidade de carga nao foi
diminuida como geralmente & observado para os materiais de

hidroxido de niquel dopados.
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3.1. Introducao

3.1.1. Nanoparticulas em biossensores

O numero de estudos realizados no desenvolvimento de novos
nanomateriais aumentou nos ultimos anos devido as propriedades diferenciadas e
a vasta possibilidade de aplicagdo que apresentam. Uma &rea de grande aplicagéo
de nanomateriais € no desenvolvimento de sensores e biossensores (Anker et al.
2008; West and Halas 2003). Devido a grande razao entre superficie e volume
(S/V), os nanomateriais geralmente apresentam alta atividade de reacdes na
superficie, maior eficiéncia catalitica e grande capacidade de absorgcdo. Essas
propriedades de superficie dos nanomateriais conferem aos sensores maior
sensibilidade e limites de deteccdo mais baixos. Sensores que se utilizam de
nanomateriais permitem a detecgao de analitos em concentragdes muito baixas, na
ordem de 10 até 107'® g/mL (de la Rica et al. 2012; Linares et al. 2012). Isto é um
fator determinante no tratamento de pacientes em que ha pouco tempo para tomar
medidas que possam ser decisivas, como em casos de infarto, cancer, dengue,
maléria e outros (.

Dentre o0s nanomateriais mais utilizados para o desenvolvimento de
biossensores podem-se destacar os materiais de carbono (nanotubo e grafeno),
nanoparticulas de ouro, 6xidos e poliméricas. Os materiais de carbono sdo muito
utilizados em sensores eletroquimicos devido a sua alta condutividade, grande area
superficial e baixo custo. Tanto os nanotubos quanto o grafeno podem ser
funcionalizados a partir da oxidagdo dos mesmos. Grupos carboxilicos sao
facilmente formados na superficie e estes podem ser usados para formar ligagdes
com biomoléculas, por exemplo.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sao utilizadas em diferentes tipos de
biossensores. A alta condutividade dessas nanoparticulas justifica a aplicagdo em
biossensores eletroquimicos pois facilita o transporte de elétrons em sistemas
pouco condutores, devido a materiais poliméricos biomiméticos ou pela inser¢ao de
biomoléculas. (
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Outra propriedade muito explorada das AuNPs é a absorcao de luz na regiao

visivel. Essa banda surge da oscilacao coletiva dos elétrons da banda de condugéo
e varia com o tamanho, forma e composi¢cao da nanoparticula. Muitos estudos na
literatura utilizam o deslocamento do comprimento de onda dessa banda plasmon
como sinal do biossensor. HA muitos sensores também que se baseiam na
ressonancia do plasmon de superficie (SPR). Um dos sinais analiticos monitorados
é a mudancga de angulo de ressonancia, onde esta € consequéncia da oscilagao
dos elétrons (Anker et al. 2008; Attridge et al. 1991; Dutra and Kubota 2007;
Grieshaber et al. 2008).

A banda de absorcao plasmoénica das nanoparticulas de ouro se encontra na
regido do visivel (400 a 700 nm) o que justifica sua coloragdo vermelha. Muitos
biossensores utilizam essa propriedade como sinal analitico. Esses métodos
colorimétricos se baseiam no uso da AuNP como marcador quali/quantitativo de
uma biomolécula. Tanto a intensidade da coloracdo pode ser usada como um
método de quantificagdo do analito, como somente a presenca ou auséncia de cor
(qualitativo) (Chin et al. 2007; Haeberle and Zengerle 2007). Biossensores
qualitativos que se utilizam dessas nanoparticulas de ouro também sado muito
encontrados pois somente a presenca ou nao do analito seria uma resposta
suficiente. O dispositivo comercial de resposta qualitativa mais conhecido que se
utiliza das nanoparticulas de ouro € o teste de confirmagéo de gravidez que detecta
a presenca do horménio hCG (gonadotrofina coribnica humana). A absorcao de luz
na regiao do visivel € uma propriedade muito explorada em biossensores
destinados ao uso de pessoas nao treinadas, ou point-of-care, pois somente a
identificagao visual é suficiente para a leitura do resultado (Linares et al. 2012).
Assim, permite o desenvolvimento de dispositivos mais praticos e que nao
necessitam de instrumentos complexos e expendiosos para leitura. A Figura 3.1
ilustra um dispositivo LFIA (Imunoensaio de Fluxo Lateral) para a detecgdo de
hCG. A cor vermelha das linhas é o sinal colorimétrico das nanoparticulas de ouro
do dispositivo.
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Figura 3.1: Dispositivo point-of-care para a deteccdao do horménio hCG para confirmacao de
gravidez. As linhas vermelhas sao sinais colorimétricos emitidos pelas nanoparticulas de

ouro.

Por todas as razdes discutidas, nanoparticulas de ouro sdo aplicadas em
biossensores de diferentes métodos de detecgéo: colorimétrico, eletroquimico e
optico (Anker et al. 2008; Pingarron et al. 2008; Xie et al. 2012). O uso da AuNP
nao restringe o método de deteccdo, ao contrario, expande ainda mais suas
possibilidades.

Nanoparticulas poliméricas também sao muito utilizadas como marcadores
em biossensores. A grande vantagem dessas nanoparticulas € a imobilizacdo de
cromoforos e fluoréforos em seu interior. A "capa" polimérica protege a molécula
fluorescente de quenching e de interacées nao especificas, prolonga a atividade e
a emissdo do sinal e ainda fornece grupos para funcionalizagdo com biomoléculas.
Nanoparticulas de poliestireno funcionalizadas e preenchidas com diferentes
compostos fluorescentes estao facilmente disponiveis comercialmente para

aplicacao, Figura 3.2.

Figura 3.2: Dispersao de nanoparticulas poliméricas fluorescentes da marca Invitrogen que

emitem em diferentes comprimentos de onda.
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O fenémeno de fluorescéncia ocorre a partir de um decaimento energético

de valor menor que a radiagao de excitagao original. Por isso, a banda de emissao
de fluorescéncia sempre se apresentard em comprimentos de onda maiores que a
radiacao absorvida, isto € denominado como deslocamento de Stokes (West et
al.2006). A deteccao por fluorescéncia surge como alternativa para aumento do
limite de deteccdo de muitos sistemas. Uma representacdo do fenébmeno de

fluorescéncia se encontra na Figura 3.3.

Excitagao Emisséao

- e
Ey - =

Vibracional
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Figura 3.3: O estado fundamenta E, e o estado excitado E; possuem estados vibracionais

excitados. Ao absorver a radiacao, os elétrons podem passar pra qualquer um dos niveis

vibracionais do estado excitado E,. A radiacao absorvida pode ter perdas vibracionais e
depois gerar uma emissao fluorescente voltando a qualquer um dos niveis do estado

fundamental.

O estado fundamenta Eo e o0 estado excitado E; possuem estados
vibracionais excitados. Ao absorver a radiacdo, os elétrons podem passar pra
qualquer um dos niveis vibracionais do estado excitado E1. A radiacdo absorvida
pode ter perdas vibracionais e depois gerar uma emissao fluorescente voltando a
qualquer um dos niveis do estado fundamental.

Assim como com as nanoparticulas de ouro, as nanoparticulas fluorescentes
podem ser aplicadas no desenvolvimento de dispositivos point-of-care se a
molécula fluorescente emitir na regidao do visivel com intensidade suficiente para

ser detectada a olho nu (Linares et al. 2013).
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3.1.2. Imunossensores

Um imunosensor é um dispositivo no qual se utiliza da reacédo bioquimica de
reconhecimento especifico entre antigeno e anticorpo para detectar o analito
(Luppa et al. 2001). O reconhecimento entre anticorpo e analito € a chave da
aplicacao dessas biomoléculas em sensores, pois assegura uma alta
especificidade para o sistema.

Muitos dispositivos combinam a especificidade da reacao bioquimica
anticorpo-antigeno com a sensibilidade atribuida aos métodos de deteccao quando
nanoparticulas sdo usadas como marcadores. Diversos métodos podem ser
usados para a formacdo desses conjugados (nanoparticula-anticorpo). A
conjugacao pode ser feita por atragdo eletrostatica, reacées com glutaraldeido,
carbodiimida, succinimida e periodato ((Lu et al. 1996); Ratner et al, 2004).
Geralmente, algumas moléculas sao usadas como espagadores entre a
nanoparticula e o anticorpo. O uso de espacador diminui o impedimento estérico e
aumenta a efetividade do reconhecimento nanoparticula-anticorpo. Apés a sintese
do conjugado, a aplicagao em um imunoensaio depende do analito a ser detectado.
Os métodos com os conjugados de nanoparticulas seguem o mesmo principio que
o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). A Figura 3.4 ilustra o
procedimento ELISA indireto.

S

[—>Ant1c0rpo oy ;‘ . ‘u
/‘4‘&"§ ﬂ%o%v’?f\ Anticorpo marcado

Antigeno
Figura 3.4: Esquema ilustrativo descrevendo as etapas de um ensaio ELISA tipo indireto.

O antigeno, analito a ser detectado no ensaio, é imobilizado a partir da
amostra em um substrato que pode ser, por exemplo, 0 po¢o de uma placa de
ELISA ou uma membrana de papel. A amostra pode ser sangue, urina, extrato de

folhas, suor etc. Apds a imobilizacdo do analito é realizada uma etapa de bloqueio
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para evitar interacdes nao especificas. Em seguida o anticorpo primario, aquele

qgue reconhece o analito, é adicionado ao ensaio e deixa-se um certo tempo para
que ocorra a reagdo de reconhecimento. Somente apoOs diversas etapas de
lavagem, € adicionado o anticorpo secundario que esta ligado, marcado, a uma
enzima, no caso do ELISA. Esse anticorpo secundario reconhece o anticorpo
primario. A enzima ligada ao anticorpo na presenca do substrato adequado (S) o
transforma em um composto colorido. A intensidade da cor gerada no ensaio é
proporcional a concentracao do analito.

Ao marcar o anticorpo primario com uma nanoparticula colorida ou
fluorescente, o anticorpo secundario deixa de ser necessario ao ensaio e reduz-se

0 numero de etapas da analise. A analise resume-se a Figura 3.5.

Figura 3.5: Esquema ilustrativo do imunoensaio ao se usar o conjugado de nanoparticula

com o anticorpo primario.

3.1.3. Ferrugem Asiatica da soja

A Organizagdao das Nagdes Unidas estima uma populagcdo mundial de 9
bilhdes em 2050, 0 que precisa ser acompanhado por um grande aumento na
producdo de alimentos. Existem algumas estratégias para aumentar a
produtividade como, aumento das areas de cultivo, melhoramento das praticas
agricolas e o uso de sementes geneticamente modificadas. O cultivo da soja é
muito importante em toda a cadeia alimenticia tanto na producdo para consumo
humano quanto para animais. Em 2010, foram produzidos cerca de 260 milhdes de
toneladas de soja em todo o mundo. Os Estados Unidos da América sao os
maiores produtores com cerca de 35% e o Brasil vem logo em segundo com 27%

T http://esa.un.org/unpd/wpp/Documentation/pdf/WPP2010_Press_Release.pdf (acessado
em 27/07/2012)
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da producao mundial. Em ambos os paises a soja € um importante commodity. Os

EUA em 2010 exportou mais de 23 bilhdes de ddblares somente no setor de
producdo da soja®.

Patdgenos de plantas podem causar sérias consequéncias nas plantacoes e
afetar a economia dos paises (Skottrup et al. 2008). A doenca que mais prejudica a
safra da soja € a ferrugem asiatica que é causada principalmente pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi. Este fungo foi relatado pela primeira vez no Japao em 1903
e permaneceu no continente Asiatico com poucos episddios epidémicos. Um
infografico da disseminacao da doenca esta apresentado na Figura 3.6. Em 1990 o
fungo foi identificado no continente africano. Apés 10 anos, foi relatada sua
chegada na América do Sul, no Brasil e no Paraguai em 2001 e em poucos anos se
espalhou pelo continente. O fungo atingiu os Estados Unidos da América
provavelmente por disseminagao pelo vento apés uma temporada de furacbes em
2004.

Figura 3.6: Infografico da disseminacao da ferrugem asiatica da soja pelo mundo. Fonte:
Consorcio Antiferrugem.

* SOYSTATS 2011—a reference guide to important facts and figures. American
Soybean Association, 2011. http://www.soystats.com/2011/default.ntm. (accessado em
27.07.12).
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7

Este fungo é responsavel por grandes danos as plantagcdes de soja no

Brasil, como na safra de 2003/2004 com prejuizo de mais de US$ 1 bilhdo de
dolares (Ribeiro et al. 2007). Existe uma estimativa entre 240 milhées a 2 bilhdes
de doélares de prejuizo causado aos EUA se suas plantagdes de soja fossem
contaminadas por este fungo (Schnepf, 2005). A Figura 3.7 apresenta um grafico
que relaciona as perdas da lavoura de soja devido a ferrugem asiatica da soja em
cada safra. Estdo apresentados no grafico dados do Consércio antiferrugem® o
prejuizo em bilhdes de délares: 1) em graos calculado de acordo com o preco da
safra (verde claro) e 2) o custo total da ferrugem que agrega a perda dos graos

com os gastos com produtos e aplicagdo dos fungicidas para prevencéo (verde
escuro).

S 2,50 ]

$2,00 1
g 1
% $1,50 -|
a’
S 1
g ] E Custo Ferrugem
zg 51,00 1 Perda em grios
< 1
@ ]

50,50 _J'[

50,00 JF

2001,’2
2002;’3 2003};4 7
2005[6 2006;’7 2007,@
2008/9

Figura 3.7: Prejuizo causado pela ferrugem asiatica da soja no Brasil em cada safra. Perda

em graos (verde claro) e custo total da ferrugem: produtos e aplicacido do fungicida mais a

perda dos graos (verde escuro). Fonte: Consorcio antiferrugem .

i http://www.consorcioantiferrugem.net/portal/ (acessado em 21/05/2013)
http://www.consorcioantiferrugem.net/portal/ (acessado em 21/05/2013)
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Observa-se que apesar da perda em graos ter diminuido até a safra de

2008/9 o valor da perda para a economia brasileira, e para os fazendeiros, ainda é
alta: 71 milhdes de dédlares.

A infeccao da planta de soja pelo fungo ocorre muito rapidamente, 5 dias
apds a inoculacdo ja se observam pontos escuros nas folhas. Esses sao os
primeiros sintomas visuais dessa doenca, pustulas de cor marrom. Apés 9 dias da
inoculacao, pustulas correspondentes ao pontos marrons sdo encontrados do lado
de baixo das folhas da planta. Essas saliéncias sdo as urédias, unidades de
frutificacdo da doenca e responsaveis pela liberacao de mais esporos. Ao longo do
processo de infecgcdo, as folhas se tornam amareladas e caem. As consequéncias
para a plantacdo séo: desfolhagdo precoce em poucos dias, vagens vazias, perda
de peso dos graos e consequentemente baixos qualidade e valor de mercado
(Goellner et al. 2010). As perdas com a ferrugem asiatica podem variar de 10 a
90% da producéao, a Figura 3.8 é uma foto de uma plantacao parte sadia e outra
parte infectada.

Figura 3.8: Foto para ilustrar os danos as plantacoes de soja causados pela ferrugem asiatica

da soja. Fonte: Consoércio Antiferrugem™.

Fatores ambientais e climaticos, como altas temperaturas, alta umidade e
irrigacdo das plantas sdo os responsaveis por criar condicbes ambientais étimas
para o crescimento do fungo (Furtado et al. 2011). As condi¢cbes étimas sao

™ http://www.consorcioantiferrugem.net/portal/ (acessado em 21/05/2013)
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temperatura entre 18 e 26 °C e umidade foliar por mais de 6 horas. As boas

condicbes climaticas das regides tropicais e subtropicais amplificam o dano
causado por essa doenga. Por essa razdo, os Estados Unidos ndo sofreram ainda
as consequéncias dessa doencga apesar da presenca do fungo no pais. Também
por razdes climaticas, os prejuizos causados pela ferrugem sao tao volateis.

O método de identificacdo convencional da ferrugem asiatica da soja se
resume em observar o lado de baixo das folhas da planta suspeita de estar
contaminada. A visualizagdo contra a luz em um fundo claro facilita a observagéao
das urédias, Figura 3.9. No caso de suspeita, essa amostra € enviada para um
laboratério central, muitas vezes distante da lavoura, para uma analise bioquimica
a qual é muito demorada (no minimo 4 horas), dependente de operadores
treinados e equipamentos sofisticados e caros. Ainda mais, quando essa
identificacdo visual € possivel, a infeccdo da planta ja ocorreu e o fungo
provavelmente esta espalhado por varias regides do cultivo. A ferrugem asiatica da
soja pode facilmente se espalhar por meio da disseminacdo do esporo do fungo
pelo vento e atingir terrenos vizinhos em poucos dias e danificar uma safra inteira.
Portanto, o tempo é um fator crucial para o isolamento da area ou aplicacdo de
fungicidas, evitando contaminacdes maiores.

Figura 3.9: Folha de soja contaminada com a ferrugem asiatica da soja analisada contra o
sol. Observam-se as urédias marrons ja acompanhadas de amarelamento. Fonte: Consércio
AntiFerrugem*,

* http://www.consorcioantiferrugem.net/portal/ (acessado em 21/05/2013)
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Por todas as razdes descritas, uma identificacdo especifica e precoce é

muito importante para a tomada de medidas necessarias para salvar a plantacao
da infeccdo da ferrugem asiatica da soja, para que evite-se a contaminagédo da
lavoura inteira e terrenos vizinhos e medidas mais extremas como isolamento e
destruicdo das areas infectadas (Scherm et al. 2009). Trabalhos recentes
descrevem o desenvolvimento de sensores com alta especificidade e baixos limites
de deteccdao (Mendes et al. 2009a; Mendes et al. 2012). Como o objetivo de
identificar o fungo de modo mais acurado, reagdo polimérica em cadeia, (PCR)
(Frederick et al. 2002) ou ensaio enzimatico imunoadsorvente (ELISA) sé&o
realizados nas folhas infectadas da soja. O uso de anticorpos como agentes de
reconhecimento fornece ao ensaio especificidade e acuracia na resposta. Apesar
da maioria dos sensores desenvolvidos serem mais simples do que realizar ELISA,
eles ainda sao dependentes de procedimentos laboratoriais, pessoal treinado e
equipamentos caros para ler o sinal (Baysal-Gurel et al. 2008; Mendes et al. 2009a;
Mendes et al. 2009b; Mendes et al. 2012).

3.1.4. Dispositivos point-of-care

Para superar a necessidade de equipamentos e rotinas exaustantes,
dispositivos analiticos baseados em papel tem sido amplamente utilizados desde a
década de 60 para diferentes aplicagdes (Carrilho et al. ; Cheng et al. 2010;
Haeberle and Zengerle 2007; Mark et al. 2010; Martinez et al. 2010). A maioria
desses dispositivos € usada em ensaios biolégicos e dispositivos point-of-care
(POC) (Gubala et al. 2012). Novos dispositivos POC podem ter nanoestruturas em
seus sistemas de deteccdo, que agem como carregadores de moléculas e
marcadores gerando resultados mais precisos e confiaveis (Giljohann and Mirkin
2009). Estes tem muitas vantagens em relacdo as metodologias classicas
analiticas: sdo mais baratos, mais simples, portaveis e descartaveis. As analises
em laboratérios centrais sdo muito demoradas, variando entre 5 e 24 horas
dependendo do tempo de incubacgao. Além disso, as amostras devem ser colhidas
e enviadas para os laboratérios cadastrados que geralmente se encontram a
longas distancias das lavouras. Depois de toda a analise, o fazendeiro ainda tem
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que consultar um especialista para decidir as medidas necessarias para o caso. A

aplicagéo de dispositivos point-of care ndo se limita somente a diagndsticos clinicos
em humanos, esses dispositivos devem ser desenvolvidos e aplicados onde se
fazem necessarios. Andlises in loco sao mais baratas e economizam tempo. Ainda
mais, leitores simples de dispositivos POC colorimétricos ja estdao sendo
desenvolvidos para o uso em campo por Whitesides e colaboradores (Martinez et
al. 2007).

Geralmente estes dispositivos sdao baseados no reconhecimento de
anticorpos conjugados com nanoparticulas de ouro. Entretanto, o limite de
deteccdo ndo é baixo o suficiente para algumas aplicagdes. Ja ha no mercado um
teste de fluxo lateral comercial para a ferrugem asiatica da soja com limite de
deteccéo do teste de 3000 esporos por polegada quadrada de folha, o que indica
que somente plantas com alto grau de infeccdo serdao diagnosticadas com a
doenca. Portanto h4 a necessidade de testes mais sensiveis porque quanto antes a
doenca é diagnosticada mais chances de salvar a lavoura. O uso de nanoparticulas
fluorescentes pode aumentar a detectabilidade de um sensor para a ferrugem
asidtica da soja. Ainda mais, estes testes devem preencher requisitos para um
diagnéstico precoce que guie a decisdo do fazendeiro por isso devem ser simples o
suficiente para serem usados por pessoas nao treinadas, ter tempo de prateleira
adequado para ser estocado, barato e ser usado em condi¢cées remotas (Ellerbee
et al. 2009). O uso destes testes na agricultura pode ser muito util para salvar a
plantacdo, uma vez que o proprio fazendeiro pode realizar o teste em poucos
minutos e tomar uma atitude imediata ao invés de mandar as folhas suspeitas de

infeccdo para um laboratério central e esperar o diagnostico.
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3.2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um dispositivo point-of-care de
alta detectabilidade para a deteccéao precoce da ferrugem asiatica da soja. Para a
deteccgdo precoce anticorpos contra o esporo do fungo sdo usados como elementos
de reconhecimento do imunosensor. A aplicagdo de nanoparticulas como
marcadores do ensaio vem como estratégia para aumentar a detectabilidade e
desenvolver um sinal que possa ser visivel a olho nu. Para alcancar esses
objetivos nanoparticulas de ouro e fluorescentes foram estudadas na formacéao do
conjugado anticorpo-nanoparticula. O ensaio para a deteccdo do esporo em
amostra de folhas foi desenvolvido para que a analise possa ser realizada em
campo, por uma pessoa nao treinada e que a deteccao do sinal seja a olho nu.
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3.3. Materiais e Métodos

3.3.1 Materiais e Reagentes

Albumina de soro bovino (BSA), cloreto de sddio, hidrocloreto de N-(3-
Dimethilaminopropil)-N'-etillcarbodiimida (EDC), membranas de dialise (MWCO 100
kDa e 130 kDa), fosfato mono- e dibasico foram comprados da Sigma-Aldrich
(Munique, Alemanha). Nanoparticulas de ouro (40 nm) foi comprada da British
Biocell International (Cardiff, Reino Unido). Anticorpo anticoelho IgG foi comprado
da Abcam, (Alemanha) FluoSphere, nanoesferas de tamanho médio de 40 nm
modificadas com grupos carboxilados (505/538 nm) (540/560 nm); (575/609 nm) e
(655/684 nm) 5% (m/m), foram compradas da Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos
da América). Membranas de nitrocelulose AC 100 (8 um), celulose (z286591,
z270814) e acetato de celulose (RC 60) foram comprados da Whatman (Maidstone,
Reino Unido).

3.3.2. Producao do antigeno e anticorpos contra o fungo Phakopsora
pachyrhizi.

Antigeno e anticorpos policlonais antimicélio do fungo causador da ferrugem
asidtica da soja foram produzidos pela Prof.2 Dr.2 Dagmar Statch-Machado do
Instituto de Biologia da UNICAMP. O antigeno (esporo Phakopsora pachyrhizi)
usado nos experimentos foram cedidos pela Embrapa Soja, cultivados, separados
e redispersos em tampao fosfato pH 7,4 0,01 mol/L com concentracdo de 32
ug/mL. Os anticorpos foram expressos em coelhos que foram imunizados com o
esporo do Phakopsora pachyrhizi trés vezes em um periodo de 14 dias. Dez dias
apods a ultima incubacao, foi feita uma puncao cardiaca para a retirada do soro. O
soro de anticorpos policlonais foi purificado por cromatografia de afinidade IgG com
uma concentragao final de 0,4 mg/mL.

3.3.3. Microscopia optica e fluorescéncia
Uma aliquota da amostra de 2 uL da dispersédo do esporo foi depositada em
um substrato, lamina de vidro ou trés tipos de papel (celulose, acetato de celulose
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e nitrocelulose) e depois de secos, foram lavados com tampao fosfato pH 7,4
0,01mol/L. Um microscépio éptico invertido com uma magnificagdo de 40x foi
usado (Axio Obsever Z1, Carl Zeiss GmbH). A fonte usada para as imagens
fluorescentes foi uma lampada de mercurio de alta pressdo e um filtro de emissao
em 400-500 nm (HBO 100, Leistungselektronik JENA GmbH). A imagem digital foi
obtida por uma camera CCD (Rolera-XR, Qlmaging) e montada pelo software

QCapture Pro software 6.0 (QImaging).

3.3.4. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)
A imagens foram obtidas em um microscépio JEOL JSM-6500F. Aliquotas
dos esporos foram depositadas em um adesivo condutor e apdés secos foram

cobertos com um filme fino de carbono.

3.3.5. Conjugado anticorpo-nanoparticula fluorescente

Nanoparticulas fluorescentes modificadas com grupos carboxilados foram
previamente modificadas com BSA. Para isso, os grupos foram ativados
primeiramente com EDC. Uma aliquota de 15 pL da dispersao de nanoparticulas
comerciais foram diluidas em 600 puL de tampao fosfato 0,01 mol/L pH 6. A
dispersao foi misturada por 30 minutos a temperatura ambiente. Entdo, 400 pL de
uma solucédo de BSA 30 mg/mL foi adicionada a dispersdo de nanoparticulas nas
mesmas condi¢cdes anteriores. Subsequentemente, 200 yL de uma solucdo 15
mg/mL de EDC em agua destilada foram adicionadas a dispersao, e agitada por 2
horas a temperatura ambiente. Para tirar o excesso de reagente, ap0s a reacao, a
dispersdo FNP/BSA foi dialisada por 24 horas em tampao fosfato 0,01 mol/L pH
7,4. A solucdo externa foi trocada quatro vezes. Uma aliquota de 70 pL do
anticorpo foi diluido em 500 pyL de uma solugéao de tampao fosfato 0,01 mol/L pH 6
e 200 pL da dispersdao FNP/BSA. A mistura foi agitada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apés, a etapa de adicdo de EDC e didlise foram realizadas
nas mesmas condi¢des que a etapa anterior. A dispersao final FNP/BSA/anticorpo
tem concentragdo de 1,9 10'? nanoparticulas/mL.
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3.3.6. Spot test
Diferentes concentragdes de antigeno, variando de 0,0032 a 32 ug/mL,
foram depositadas em aliquotas de 2,5 uL em uma membrana de nitrocelulose.
Depois de secas, as membranas foram imersas em uma solugdo de BSA a 3%
(m/v) em tampéo fosfato 0,01 mol/L, pH 7,4 por 30 minutos e enxaguadas com a
mesma solucdo tampao, para fazer o bloqueio de sitios ndo especificos. Logo
depois, as membranas foram imersas na dispersdo do conjugado anticorpo-
nanoparticula fluorescente por 60 minutos. Somente para o conjugado anticorpo-
nanoparticula de ouro realizou-se um spot test onde um anticorpo secundario IgG
foi depositado em diferentes diluicbes (1:0, 1:1, 1:10 e 1:100) na membrana de

nitrocelulose.

3.3.7 Microscopia confocal

Para as analises de microscopia confocal um microscépio Carl Zeiss LSM
510 NLO (Géttingen, Germany) com o seguinte conjunto de filtros NT80/20/543,
espelho, NFT545, BP565-615; foi usado; um laser de 543 nm foi usado para a
excitacao e as imagens foram gravadas com o software LSM 510 (versao 4.2 SP1).

3.3.8 Medidas de fluorescéncia

As etapas para as medidas de fluorescéncia sao as mesmas para o spot
test. A membrana foi seca ao final e o sinal foi lido com um espectrofluorimetro LS-
55 Perkin-Elmer (Connecticut, USA) equipado com uma lampada de xendnio

usando uma fibra de quartzo bifurcada (4 mm diametro).

3.3.9. Construcao do dispositivo e ensaio em campo

Um dispositivo foi construido com o objetivo de facilitar a realizagcdo do
ensaio em campo para que possa ser utilizado por uma pessoa leiga n&o treinada.
A amostra de folha suspeita de contaminagdo do tamanho de uma tampa de um
tubo Eppendorf (1,5 mL) é inserida em um tubo deste tipo e uma solugcédo de
tampao fosfato 0,01 mol/L é adicionada para extrair os esporos. Com uma pipeta
de Pasteur de plastico pode-se retirar uma aliquota e depositar na membrana que
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esta presa em um suporte de plastico. Depois de seco, o palito é imerso no tubo
que contém a solucéo especifica de cada etapa do imunoensaio de acordo com a
Figura 4.20. Finalmente o sinal é lido visualmente, a olho nu por uma lampada UV
simples. O limite de detecgao foi determinado a partir da visualizagao a olho nu do
sinal produzido pela realizagcdo do ensaio com concentragdes variando de 3,2
ng/mL a 32 pg/mL. A concentragdo mais baixa visivel a olho nu foi escolhida para
um teste estatistico da sensibilidade com N=10.
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3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. O analito: esporo do fungo Phakopsora pachyrhizi

O desenvolvimento de um imunosensor € direcionado pelas caracteristicas
do analito e define o tratamento adequado da amostra e o sistema de detecgao. O
analito e amostra sdo importantes fatores para a escolha dos materiais usados no
desenvolvimento de um dispositivo para ser usado como sensor.

A visualizacao da infeccao da ferrugem asiatica da soja nas folhas da planta
é dificil. As marcas visuais (pontos escuros, urédias e amarelamento) presentes na
folha podem ser confundidas com outras doengas, como a pustula bacteriana,
crestamento bacteriano, mildio e mancha parda. A identificacdo do esporo do fungo
a partir de microscopia Otica, € complicada devido a diversas classificacoes
fendtipas e morfoldgicas do curto e complexo ciclo de vida do fungo. Além disso,
existem seis tipos diferentes de esporo, mudancas morfolégicas dependendo da
planta hospedeira. Imagens do esporo do fungo Phakopsora pachyrhizi usado
neste trabalho sob diferentes técnicas microscopicas estdo apresentadas na Figura
3.10. A imagem de microscépio éptico de campo claro (3.10.A) mostra alguns
aglomerados de esporos. Na imagem de MEV (4.10.B) podem ser observados mais
detalhes do esporo, como as protuberancias em forma de agulha na superficie do
esporo, em maior detalhe na Figura 3.10.C. Pela anélise de MEV, observou-se que
0s esporos tem um tamanho médio de 20 pm. Em um estudo prévio (Baysal-Gurel
et al. 2008), foi descrito que os esporos do Phakopsora pachyrhizi possuem uma
fraca fluorescéncia natural, em imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia

também obteve-se a mesma constatagdo como mostrada na Figura 3.10.D.
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Figura 3.10: Imagens de diferentes técnicas microscopicas para investigar as
caracteristicas dos esporos com a) imagem ética de campo claro (43x) b) e c) imagem de
microscopia eletronica de varredura; d) Imagem digital de espectro de fluorescéncia,
32ug/mL, Agyc: 530nm.

O analito investigado neste estudo é relativamente grande em relacao aos
analitos alvos mais comuns dos sensores publicados na literatura, moléculas
pequenas ou proteinas. O esporo do fungo ndo conseguiria fluir pelas membranas
de um dispositivo de fluxo lateral (LFIA) comum, onde o a capilaridade gera o fluxo
e os poros das membranas, em geral, sdo menores que o esporo. Por isso, apesar
do LFIA ser o dispositivo point-of-care mais comum, ndo podera ser usado para
este analito. O ensaio em forma de immunospot seria 0 mais adequado para este
analito (Linares et al. 2007; Linares et al. 2013).
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3.4.2. Conjugado anticorpo—nanoparticula de ouro
Nanoparticulas de ouro sdo extensamente usadas como marcadores em
sistemas point-of-care, tanto em estudos encontrados na literatura quanto em
dispositivos comerciais. A interacdo dos anticorpos com a nanoparticula de ouro
pode ocorrer por trés maneiras: atracao eletrostatica entre a nanoparticula de ouro
carregada negativamente e a proteina que esta carregada positivamente; atracéo
hidrofébica entre o anticorpo e a superficie do ouro; e a ligagdo covalente entre os
elétrons do ouro e os atomos de enxofre do aminoacido cisteina que constituem o
anticorpo (Pensa et al. 2012; Xie et al. 2012). Portanto, a conjugagédo entre
anticorpo e nanoparticula de ouro € muito dependente do pH, porque é este que vai
determinar a distribuicdo das cargas, de acordo com o ponto isoelétrico especifico
da proteina e a estabilidade da dispersédo, proporcionando a maior cobertura
possivel da superficie da particula com a proteina, influenciando assim na sua
biofuncionalidade. Devido a isso, trés valores distintos de pH foram testados para
essa conjugacao. Ao mesmo tempo, a estabilidade da dispersé&o de ouro € mantida
por repulsdo eletrostatica. Quando eletrélitos sdo adicionados a dispersao, ocorre
aglomeracao dessas nanoparticulas e precipitacdo e, portanto alteracdo da cor
(Liang et al. 2009). Este efeito pode ser evitado se as particulas estiverem
estabilizadas pela adsorcdo de moléculas na superficie, como proteinas. No
entanto, altas concentragbes de anticorpo também n&o sado desejaveis porque
causam a sobreposicao de camadas de anticorpos sobre a primeira monocamada
de anticorpos da particula. Isso reduz a eficiéncia do teste, além de aumentar o
custo do ensaio realizado. Por isso, a concentracdo de proteina para a formagao do
conjugado foi estudada em quatro valores diferentes, (5, 10, 50 e 100 pg/mL).
Varias tentativas foram realizadas para a conjugacao dos anticorpos com as
nanoparticulas de ouro, (diferentes concentracées, tampdes e pHs). No entanto,
nao foi obtido sinal visual para esse sistema de detec¢gdo. Como ja investigado na
literatura, sistemas com a nanoparticula de ouro ndo resultam em baixos limites de
deteccdo. Portanto, este sistema ndo €& sensivel o suficiente para o
desenvolvimento de um dispositivo point-of-care. Outros marcadores foram

investigados em seguida para o diagnéstico da ferrugem asiatica da soja.
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3.4.2. Conjugado anticorpo-nanoparticula fluorescente

Como alternativa, nanoparticulas fluorescentes comerciais foram
investigadas para aumentar a sensibilidade, abaixar o limite de deteccdo e
desenvolver o dispositivo point-of-care para a deteccdo precoce da ferrugem
asidtica da soja. Foram compradas diferentes dispersbes de nanoparticulas
fluorescentes para que o sistema de deteccédo escolhido ndo tenha interferéncia de
sinal nem do analito (fluorescéncia natural do esporo) e nem da amostra (extrato de
folnas da soja). A Figura 3.11 apresenta os espectros de absorcdao das quatro

dispersdes das nanoparticulas fluorescentes estudadas.
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Figura 3.11: Espectro de absorcao das quatro nanoparticulas fluorescentes estudadas.

As nanoparticulas de poliestireno comerciais possuem diametro de 40 nm e
sao preenchidas por moléculas fluorescentes®s, na superficies estao presentes
grupos carboxilicos que permitem a funcionalizacdo das mesmas. Observa-se no
espectro que as nanoparticulas absorvem a radiagdo em diferentes comprimentos
de onda, mas todas dentro da regido do visivel. O comprimento de onda de

% A empresa Invitrogen® n&o disponibiliza as moléculas fluorescentes utilizadas em cada
nanoparticula.
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absorcdo maxima de cada nanoparticula foi usado para excitar as mesmas. Os
espectros de emissao das nanoparticulas estdo apresentados na Figura 3.12.
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Figura 3.12: Espectros de emissao das nanoparticulas fluorescentes estudadas. A) Amarela
(Aexc=505 nm); B) Laranja (Aexc=540 nm); C) Rosa (Aexc=575 nm) e D) Azul (Asy=655 nm)

De modo geral as nanoparticulas investigadas apresentaram um pico
definido de emissao de fluorescéncia, com exceg¢do da nanoparticula amarela. As
nanoparticulas foram excitadas nas mesmas condicoes e apresentaram diferentes
intensidades de fluorescéncia. A que apresentou maior intensidade foi a (B) laranja,
seguidas pelas (C) rosa, (A) amarela e por ultimo a (D) azul. Os comprimentos de
onda maximos de absor¢ao e emissao estdao apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Comprimentos de onda de absorcao e emissao das nanoparticulas fluorescentes

estudadas.
Nanoparticula A max. de Absorcao A max. de Emissao
(nm) (nm)
Amarela 505 538
Laranja 540 560
Rosa 575 609
Azul 655 684

Apés a caracterizagdo das nanoparticulas partiu-se para a verificagdo da
possivel interferéncia dos esporos e do extrato de folhas da soja. A amostra da
andlise dos esporos é um extrato de tampao da folha infectada. Portanto, ndo
somente o esporo pode interferir no sinal como também o extrato de folhas da
amostra, por isso esta amostra também foi caracterizada por fluorescéncia Como &
bem conhecido, a clorofila € um dos compostos principais das folhas das plantas e
tem intensa atividade fluorescente. Devido a isso, o extrato de folhas de soja foi
caracterizado quanto a sua fluorescéncia. Os espectros de absorbancia e emissao
fluorescente (Aexc= 680 nm) do extrato das folhas de soja estdo apresentados na
Figura 3.13
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Figura 3.13: Espectros do extrato das folhas sadias de soja: A) absorcao e B) emissao.

O espectro do extrato de folhas mostra uma forte absorcdo na regiao do
visivel o que sugere uma grande mistura de compostos absorventes. O maximo de
absorcao da amostra corresponde a uma banda de pico em 680 nm. O espectro de
emissao da fluorescéncia foi obtido a partir da excitacdo da dispersdao neste
comprimento de onda. A emissdo correspondente encontra-se em comprimentos
de onda maiores que 720 nm.

Como ja visto na secao 3.3.1, o proprio esporo possui uma fluorescéncia
natural. Portanto, para prevenir qualquer interferéncia no sinal emitido pelas
nanoparticula marcadora do sistema de deteccéo, a fluorescéncia intrinseca dos
esporos foi caracterizada. O espectro de absorcdo da dispersdao do esporo
(32ug/mL) esta apresentadocg na Figura 3.14.
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Figura 3.14: Espectros de absorcao da dispersao de esporos da ferrugem asiatica da soja
(32pg/mL)
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Comparando os resultados obtidos para a amostra com as caracteristicas
das NPFs, pode-se sugerir que as emissdoes das nanoparticulas Azul e Rosa
seriam reabsorvidas pela amostra devido a proximidade dos comprimentos de onda
de emissao das NPFs e de absorgdo da amostra. Isso poderia levar a resultados
de falso negativo da andlise. Portanto, estas nanoparticulas foram descartadas.
Como nao foi possivel identificar um pico caracteristico para a dispersao do analito,
esta foi excitada no mesmo comprimento de onda que a nanoparticula fluorescente
laranja (540 nm) ja que esta possui a maior intensidade de emissdo. O espectro

obtido esté apresentado na Figura 3.15.
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Figura 3.15: Espectros de emissao da dispersao de esporos da ferrugem asiatica da soja
(Aexc=530 nm)

A excitacdo da dispersdo em 540 nm resultou em uma emissdo de
fluorescéncia de baixa intensidade, € possivel observar apenas uma banda entre
640 e 650 nm. Apesar de fraca, a nanoparticula fluorescente a ser escolhida nao
devera emitir na mesma regido. Por isso, a nanoparticula laranja foi escolhida
porque sua emissdo ocorre em 560 nm, comprimento de onda menor que a
emissao do esporo e da amostra, além de apresentar a maior intensidade de
emissao.

Apoés a definigdo do nanomaterial a ser utilizado para o ensaio fluorescente,
0 conjugado de anticorpo-nanoparticula fluorescente foi sintetizado (descricado na
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secao 3.3.5), uma ilustracao da formacéao do conjugado esta apresentada na Figura
3.16.

Figura 3.16: llustracao da sintese do conjugado anticorpo da ferrugem asiatica da soja com

nanoparticula de ouro.

A nanoparticula fluorescente primeiramente é funcionalizada com BSA e
depois o anticorpo é ligado ao BSA. Tanto a reacdo utilizada para a ligacdo da
albumina com a FNP quanto a ligacdo do anticorpo com o BSA foram realizadas
através de ligacao com hidrocloreto de 3-(3-dimetilaminopropil )-1-etilcarbodiimida.
Os grupos carboxilicos reagem com EDC formando um intermediario que por sua
vez reagem com grupos aminas formando uma ligacao peptidica amida (Ratner et
al., 2004). " Ligacbes cruzadas ocorrem por todo o conjugado. O BSA é usado
neste conjugado como um espagador com 0 objetivo de evitar o impedimento
histérico. A probabilidade de reconhecimento entre anticorpo-antigeno aumenta
com o uso do espacador e portanto pode-se observar um aumento na sensibilidade
por esta razdo também. A conjugacdo dos anticorpos com as nanoparticulas
fluorescentes foi otimizada quanto ao sinal visual obtido nos spot test. A
concentracao tedrica final do anticorpo foi variada em: 5, 10, 20 e 50 mg/mL.
Observou-se um aumento gradativo do sinal visual com o aumento da
concentragcao de anticorpos. Apenas a concentracdao de 50 mg/mL resultou em uma
intensidade a olho nu similar a da concentragdo com 20 mg/mL de anticorpos.

Concluiu-se que se atinge uma saturacao do recobrimento das nanoparticulas

http://wolfson.huiji.ac.il/purification/PDF/Proteininteractions/GBIOSC ProtCrossLinkersHandbook.pdf
(acessado em 22/05/2013)
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aproximadamente nesta concentracdo para um sistema de detecg¢do visual. O
reagente de ligagdo cruzada, EDC, estd sempre em excesso e para isso a dialise
da suspenséo é feita em todas as etapas reacionais da conjugacgéo. Além do EDC,
a dialise com a membrana remove as proteinas n&o conjugadas (BSA e
anticorpos). Assim, os sitios do antigeno serdo reconhecidos somente por
anticorpos ligados as nanoparticulas possivelmente contribuindo para uma maior
sensibilidade. O pH (6,4, 7,4, e 8,4) e a natureza do tampéo (fosfato e TRIS-HCI)
também foram estudados quanto a estabilidade da disperséo final e a intensidade
da marcagdo no spot test visual. O sistema otimizado é obtido através de uma
didlise final em tampao fosfato pH 7,4 0,01 mol/L.

3.4.3. Ensaio em microscopia confocal

O microscopio confocal permite uma melhor definicdo na imagem de
amostras mais espessas que o plano focal. Ele traz grandes vantagens
principalmente em amostras bioldgicas, imagens tridimensionais, e analise em
células vivas, por exemplo. A investigacdo da marcacao do esporo pelo conjugado
anticorpo-nanoparticula fluorescente foi feita pela microscopia confocal. Para este
estudo, o substrato utilizado para a andlise foi uma lamina de vidro na qual a
amostra foi depositada. No entanto, este ndo é o substrato ideal para um
dispositivo descartavel e a escolha do substrato definitivo sera explorada mais
adiante. Ap6s a deposicdo da amostra (com 0Ss esporos) para 0 ensaio no
microscépio, a lamina foi submersa na dispersao do conjugado para reagdo com o
analito. Logo apds a lavagem, as laminas foram levadas ao microscopio confocal e
as imagens obtidas estao apresentadas na Figura 3.17(A) imagem em campo claro

e B) em fluorescéncia.
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A

Figura 3.17: Imagens de microscopia confocal em campo claro (A) e fluorescéncia (B) de
esporos da ferrugem asiatica da soja marcados com o conjugado anticorpo-nanoparticula
fluorescente. As setas brancas indicam material vegetal nao especifico que nao foi marcado

e as setas amarelas regioes de esporo marcados pelo conjugado.
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As imagens obtidas mostram que os analitos foram marcados pelo
conjugado de anticorpo-nanoparticula fluorescente, o que indica um
reconhecimento dos esporos pelos anticorpos. Como o extrato das folhas pode ser
fibroso, poderia ter a possibilidade da marcagéao de estruturas da planta, mas isso
nao foi observado. Observa-se um sinal de alta intensidade fluorescente. Uma
comparacao entre a imagem fluorescente e a de campo claro evidencia que a
marcacao possui certa especificidade. A estrutura vegetal nao-especifica da
amostra indicada pela seta branca nao foi marcada pelo conjugado, como indica a
comparacao com a imagem fluorescente. Ja as setas laranjas indicam regides do
esporo do fungo que foram marcadas pelo conjugado, mostrando, portanto, a
especificidade do ensaio.

3.4.4. Dispositivo imunossensor para a deteccao precoce da ferrugem
asiatica da soja

Apesar de a analise funcionar com especificidade e sensibilidade no
microscépio confocal, o objetivo deste trabalho é desenvolver um dispositivo que
mantenha essas qualidades mas que seja pratico, descartavel e facil de ser usado
pelo proprio fazendeiro no campo. Por isso, a seguir descreve-se 0
desenvolvimento do sensor e sua adaptacao para ser um dispositivo point-of-care.

As etapas necessérias para a realizagdo da andlise no desenvolvimento do

sensor estdo representadas no esquema apresentado na Figura 3.18.
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Figura 3.18: Etapas do imunoensaio tanto em substrato de lamina de vidro para leitura do
sinal em microscopio quanto em substrato de papel para leitura em fluorimetro.

Um volume muito pequeno (2 pL) de extrato da folha contaminada é
depositado sobre uma lamina de vidro ou membrana de celulose (papel). A
caracteristica hidrofilica de ambos os substratos permitem a adsor¢cao do esporo na
superficie. Para evitar interagcdes nao-especificas entre as nanoparticulas cobertas
pelo anticorpo com o substrato, uma solugcdo de albumina é utilizada como
bloqueador. Essa etapa diminui o ruido e portanto melhora a razdao S/R. O
anticorpo que recobre a nanoparticula se liga a diferentes epitopos do analito e
garante uma interacao especifica e portanto sua deteccédo. Para cada epitopo, ha
varias moléculas de corante dentro da nanoparticula contribuindo para o sinal total
obtido e para a fotoestabilidade. Por essa razao, a medida pode ser facilmente
detectada por um fluorimetro, um detector portatil ou uma lampada simples de UV.
Sendo os dois ultimos adequados para aplicacbes no campo, onde o proprio
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fazendeiro pode coletar a amostra, realizar o teste e ler o resultado em pouco
tempo.

O uso da lamina de vidro como substrato para o ensaio teve como objetivo
averiguar a especificidade da marcacao das estruturas do esporo no microscopio
confocal. O uso da lamina de vidro como substrato do dispositivo point-of-care
poderia levar a mais etapas do ensaio porque seria necessaria mais uma etapa
para a imobilizacdo do antigeno no vidro. Além disso, poderia comprometer a
integridade do esporo e consequentemente o resultado da analise. Como o objetivo
de desenvolver um teste portatil, o substrato foi cuidadosamente escolhido para
resultar numa maior retencdo de esporos. Membranas de celulose, acetato de
celulose e nitrocelulose foram testados e as imagens éticas obtidas sao mostradas
na Figura 3.19.

Figura 3.19: Imagens oticas de quatro membranas diferentes testadas para a retencao dos
esporos: A) membrana de celulose (z286591), B) membrana de celulose (z270814) C) acetato
de celulose e D) nitrocelulose. Circulos azuis em A) e B) marcam os esporos nas fibras. (43x)
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Os substratos escolhidos para o estudo sdo relativamente baratos e
descartaveis, qualidades importantes para um dispositivo para andlises em campo.
O papel mais importante do substrato é ligar-se ao analito, prendendo o maior
namero de esporos e evitando que sejam retirados durante as outras etapas do
ensaio. A Figura 3.19 A e B mostram fibras de celulose (papel de filtro comum)
contendo alguns esporos retidos (circulo). A membrana de acetato de celulose (C)
mostra uma superficie mais homogénea mesmo na mesma escala das fibras mas
nao € capaz de reter os esporos. De todas as membranas estudadas, a de
nitrocelulose apresenta a maior afinidade aos esporos, Figura 3.19 (D), onde
observam-se dezenas de esporos retidos na membrana de grande superficie
devido a porosidade. Este fator pode contribuir com a imobilizacdo do antigeno
mas também a natureza do polimero determina boa parte de suas caracteristicas
de ligacdo. Membranas de nitrocelulose se ligam a proteinas e outros analitos por
meio de interacoes entre o éster de nitrato e o forte dipolo presente nas
biomoléculas, Figura 3.20. Ao se usar nitrocelulose, a alta afinidade esporo-
membrana assegura a retencao do analito na membrana e apenas uma deposicao
e poucos minutos para a secagem sao necessarios para a fixagdo da amostra sem

a necessidade de etapas adicionais de imobilizacdo da amostra.

Figura 3.20: Estrutura da membrana de nitrocelulose (A) e o dipolo em anticorpos (B).

Um etapa importante da analise de um biossensor € a otimizagcdo do
blogueio. A etapa de bloqueio confere maior especificidade da analise pois evita as
interacdes nao especificas por adsorcao e interagdes eletrostaticas do conjugado
com o substrato. A molécula mais comum para bloqueio de imunoensaios e

imunossensores € albumina de soro bovino, BSA. Na literatura existem outras
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moléculas que sao utilizadas como bloqueadoras, como leite desnatado, gelatina e
glicina. Porém a molécula de BSA apresenta sempre resultados bons no bloqueio
de diferentes sistemas de antigeno e anticorpo. Portanto, apesar de algumas
moléculas necessitarem de menos tempo de incubacéo para o bloqueio, 0 uso do
BSA agrega confiabilidade ao resultado e por isso ela foi escolhida para este
dispositivo point-of-care. A medida de fluorescéncia com a variagdo do tempo da

etapa de bloqueio esta apresentada na Figura 3.21.
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Figura 3.21: Sinal de fluorescéncia proveniente de interacées nao especificas versus o tempo
de reacao para bloqueio.

Foram estudados 4 tempos de bloqueio diferentes para um substrato sem
amostra e foi medido o sinal fluorescente, o qual corresponde somente a interacoes
nao especificas entre o conjugado e o substrato. Como é possivel ver no grafico
apresentado, o tempo de 30 minutos apresentou um sinal bastante baixo e foi
escolhido para a etapa de bloqueio. O tempo de bloqueio para a nitrocelulose
desse imunosensor € menor que para analises convencionais pelo método ELISA.

Determinacdes de faixa linear e o limite de deteccao do imunosensor, foram
obtidas a partir da construcdo de uma curva analitica por analises do substrato em
papel por fluorimetro acoplado com uma fibra 6tica (Miranda et al. 2013).
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Diferentes concentracdes do esporo (0,0032 — 32 ug/mL) foram depositadas
em pedacos de 0,5 cm? da membrana de nitrocelulose. Depois das etapas de
bloqueio, reacdo com conjugado e lavagem (Figura 3.18), foram obtidos espectros

no préprio papel, Figura 3.22.
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Figura 3.22: Espectros de emissao dos papéis apos realizagao da analise (As.=560 nm).

O comprimento de excitacdo € o da nanoparticula fluorescente escolhida,
540 nm e o comprimento de onda escolhido para a leitura de fluorescéncia para a
curva analitica foi 560 nm. Com os dados obtidos foi tragada uma curva analitica
apresentada no Figura 3.23. Observa-se que o sinal da fluorescéncia em fungéo
dos esporos nao € linear, entretanto € linear contra o logaritmo da concentracéo,

como mostrado no gréfico inserido da Figura 3.23.
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Figura 3.23: (A) Curva analitica para a deteccao da ferrugem asiatica da soja em papel. (B)
Inset com a linearizacao da curva analitica (Fluorescéncia vs log da Concentracao do esporo)

A curva é linear na faixa entre 0,0032 e 28 ug/L; o ponto 32 pg/mL nao
pertence a curva tragada. Esse fato € comum em imunoensaios uma vez que a
faixa de concentracdo é bastante larga, € comum a curva sigmoide e alcangar um
ponto de saturacdo (32ug/mL). O limite de detecgdo calculado para essa curva foi
de 2,2 ng/mL e isso corresponde a aproximadamente 8-12 esporos/mL. Para este
calculo foi admitido que:

LD=3a/b

Onde o € o valor de desvio para n=3 e b é o coeficiente angular da reta

obtida pelo ajuste dos dados. Até o momento, este € o limite de deteccao mais
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baixo encontrado na literatura, comparavel a métodos como ELISA e PCR, e mais
de mil vezes mais baixo que o kit disponivel comercialmente. Uma tabela
comparando estudos da literatura de analises para a detec¢ao da ferrugem asiatica

da soja e o kit disponivel comercialmente encontram-se na Tabela 3.2

Tabela 3.2: Comparacao entre sensores encontrados na literatura e o kit comercial para a
deteccao da ferrugem asiatica da soja.

Referéncia Analito l\lgéett(;?:;;: Faixa linear 'aLT;::eggg
o205 fungo T S0 Gt
(mgggb?t M']gluer']godo El'ritgzg‘;'r:g"go 315 (ng/mL)
(":7“;:;52 )et Mifcuér!ig(;odo Eletroquimico ~ 5-45pug/mL 18 (ng/mL)
Kit comercial Z;%tgg‘fi N30 Golorimétrico '\;i‘l’icsae 3000 esporos
Estetrabano MO o wgmL 10 esporos
Estewabatho "N  TiOhom aploa  a00 skporbs

O fato deste imunosensor ter alcangado um limite de deteccao baixo pode
ser atribuido a diversos fatores, recobrimento otimizado da nanoparticula
marcadora com o0s anticorpos, 0 uso de espacador, otimizacdo da etapa do
bloqueio e o sinal fluorescente intenso da nanoparticula. Este ultimo altera bastante
a detectabilidade dos sensores, é uma caracteristica intrinseca da fluorescéncia de
que a intensidade da radiagao emitida é proporcional a intensidade da fonte usada,
de acordo com Equacéo 3.1, onde F é a intensidade da fluorescéncia emitida, Py é
a intensidade da fonte, P € a intensidade depois de atravessar o meio e K é uma
constante dependente da eficiéncia quéntica do fluoroforo. Portanto, a técnica de
fluorescéncia é intrinsicamente mais sensivel que a colorimétrica, uma vez que a
absorbancia é independente da intensidade da fonte.

F =K' (Po-P) (Equagéo 3.1)
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Apesar do imunosensor ser bastante sensivel e possuir um limite de
deteccao muito baixo ao se utilizar o espectrofluorimetro, isso ndo sera possivel em
campo. Equipamentos caros como espectrofluorimetros e microscépios nao
estardo disponiveis. Por isso, um dispositivo foi proposto para realizar o teste em
campo. Os passos necessdarios para a andlise em campo estdo resumidos na
Figura 3.24. Primeiro, o fazendeiro cortaria a amostra de area aproximada de 5
cm?, aproximadamente o tamanho de uma tampa de um tubo Eppendorf. Inseriria o
pedaco de folha contaminada dentro do tubo e gotejaria tampéao fosfato em pH 7,4
0,01mol/L que atuaria como extrator dos esporos. Essa dispersao é gotejada na
membrana de celulose que esta presa em um suporte de plastico e o ensaio
correria como descrito anteriormente (Figura 3.18). No entanto, utiliza-se de um
frasco para conter os reagentes para as etapas de bloqueio, enxague e reacao,
uma foto do dispositivo esta mostrada na Figura 3.25.

Figura 3.24: Esquema ilustrativo da analise realizada em campo.
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Figura 3.25: Fotos do dispositivo para aplicacdo em campo

A marcacao da amostra é revelada com a ajuda de uma simples lampada
UV. Ao utilizar a lampada como fonte de excitagcdo e o sinal sendo detectado a olho
nu (condigbes do experimento no campo), o limite de deteccdo aumenta para 64
ng/mL (por volta de 300 esporos). O aumento do LD pode ser atribuido a
diminuicdo da intensidade da fonte de excitacdo e também a limitacdo da visao
humana. Ainda assim, obteve-se um limite de deteccao dez vezes menor que o kit
comercial.

Para diagndsticos, a sensibilidade de uma analise ou dispositivo pode ser
calculada de acordo com a Equacéao 3.2 a seguir:

numero de positivos

Sensibilidade =

(Equagéao 3.2)

numero de positivos+numeros de falsos negativos

A determinagéo da concentragao limite correta, o cut off, é primordial para o
dispositivo. Como o objetivo deste trabalho é a deteccdo precoce do esporo,
escolheu-se o limite inferior da detec¢gdo a olho nu com a excitagdo de uma
lampada UV. Portanto, cut off = 64 ng/mL e nesta concentracao foi determinada a
sensibilidade do dispositivo. A escolha de uma concentragdo maior cut off poderia
levar a um grande numero de falsos negativos. O niumero de falsos negativos, séo
0s casos em que ha a presenca de 64 ng/mL do esporo mas nao foi possivel
detectar visualmente. O valor obtido foi de 70% de sensibilidade com N=10. Esse é

um valor alto considerando que a deteccao € feita a olho nu em uma concentracao
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baixa de esporos. A sensibilidade de 70% agrega confiabilidade no dispositivo para
a deteccéo de 64 ng/mL dos esporos, aproximadamente 300 esporos.

Muito se discute sobre a viabilidade de usar imunossensores para o
desenvolvimento de dispositivos point-of-care, devido ao alto custo de producgéo
dos anticorpos. No entanto, como a quantidade de anticorpo necessaria para cada
teste € muito pequena, o valor do teste feito em escala laboratorial ainda é
acessivel. A estimativa foi feita considerando que as nanoparticulas e os anticorpos
sdo 0s materiais mais caros para este dispositivo. O custo da membrana e da
albumina sao insignificantes em comparag¢do aos outros. O custo aproximado da
producdo de anticorpos policlonais pela empresa (ProMab, Richmond, Estados
Unidos da América) € US$ 500-700 para dois coelhos imunizados na concentragéo
de aproximadamente 1-2mg/mL. Considerando as quantidades usadas, descritas
na secao 3.3.5, o teste custaria menos de US$ 0,50. A Tabela 3.3 apresenta os
valores. Os custos dos materiais diminuem quando a producao do teste passa para
larga escala, como mostrado. Os valores foram baseados' em dispositivos LFIA

que sdo bem similares a este.

Tabela 3.3: Custo dos materiais e do dispositivo em escala laboratorial e em grande escala.

Escala laboratorial Grande escala

Nanoparticulas US$ 0,16 US$ 0,01

Anticorpo US$ 0,19 US$ 0,02
TOTAL TOTAL

uUS0,35 US$0,03

O custo total do teste em grande escala ficaria em US$ 0,03 o que é bem
vidvel para um dispositivo point-of-care, acessivel ao fazendeiro e poderia ajudar

diminuir os prejuizos causados pela ferrugem asiatica da soja.

Tt
04/01/2013

(http://www.bangslabs.com/sites/default/files/bangs/docs/pdf/303.pdf) acessado em:
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3.5. Conclusoes Parciais

Neste trabalho, nanoparticulas foram aplicadas para o desenvolvimento de
um sensor point-of-care. O grande desafio deste trabalho era a obtencdo de um
dispositivo que apresentasse uma melhor detectabilidade para o esporo do fungo
da ferrugem asiatica da soja e que ao mesmo tempo fosse simples e
suficientemente independente de instrumentos para ser usado no campo pelo
préprio fazendeiro. Para alcancar esses objetivos varias estratégias foram tracadas
para o desenvolvimento do dispositivo.

A escolha de um imunosensor permite flexibilidade na escolha do analito. A
deteccéo do esporo faz com que somente a presenga do fungo na regiao possa ser
detectada. Nao ha necessidade da infeccao da planta para que seja monitorado um
biomarcador indireto da doenca. Por isso pode-se dizer que a deteccdo da

ferrugem asiatica da soja € precoce.

A escolha de nanoparticulas como marcadores da reagdo de

reconhecimento entre o anticorpo e o antigeno possibilitou:

e Maior probabilidade de reconhecimento do antigeno: a grande area
superficial das nanoparticulas permite que com o seu recobrimento,

um maior numero de anticorpos estejam disponiveis para a reacgao.

¢ Que o sinal da reagédo seja visivel a olho nu. As nanoparticulas de
ouro possuem uma intensa coloragdo vermelha o que justifica sua
vasta aplicagdo em dispositivos point-of-care. No entanto, para este
sistema a detectabilidade nao foi suficiente. Por isso, nanoparticulas
fluorescentes foram escolhidas como marcadores pois sabe-se que a
técnica de fluorescéncia pode ser muito mais sensivel que a
colorimétrica. A deteccao a olho nu é mantida mesmo assim porque
as nanoparticulas fluorescentes escolhidas emitem na regido do

visivel.
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e O limite de deteccdo mais baixo da literatura, 2,2 ng/mL, quando o
resultado € lido por um espectrofluorimetro. Quando a deteccao é
pela visualizagdo a olho nu o limite de deteccao aumenta para 64

ng/mL, ainda assim dez vezes menor que o kit comercial disponivel.

e As nanoparticulas formam dispersées bastante estaveis, qualidade

necessaria para um maior tempo de prateleira do sensor.

e Um dispositivo sensivel. A detec¢do a olho nu resultou em 70% de
resultados positivos com excitacdo de uma lampada de UV simples.
Isso é devido provavelmente a alta eficiéncia quantica dos fluoréforos
usados nas nanoparticulas.

O desenvolvimento da analise permitiu:

e Maior especificidade ao sensor. A otimizacao da etapa de bloqueio
garante que o sinal emitido seja proveniente da reagdo de

bioreconhecimento.

e Uma extracdo facil dos esporos para que possa ser realizada em

campo.

e Menor tempo de realizacdo da andlise. O resultado € obtido em
menos de 2 horas enquanto analises de ELISA podem chegar a mais
de 24 horas dependendo dos tempos de incubacgao.

O estudo dos melhores componentes para o dispositivo possibilitou:
e Uma contribuicio na sensibilidade porque a membrana de
nitrocelulose é capaz de reter o analito por toda a andlise através da

interagao dos grupos nitro com o dipolo das biomoléculas.
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e Que o dispositivo seja descartavel; ao utilizar papel como substrato,
néo ha problemas para ser descartado.

e A possivel comercializacao do sensor. Os baixos custos dos materiais
escolhidos compensam a escolha de anticorpos como elementos de
reconhecimento. O dispositivo custa menos de US$ 0,50 em escala

laboratorial. Diminuindo assim, o prejuizo do fazendeiro.
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4. Consideracoes Finais e Perspectivas Futuras

Estudos com nanomateriais aumentaram nos ultimos anos devido as suas
propriedades que sao dependentes do tamanho da particula. Este ultimo, quando
reduzido a escala nanométrica, além de outros efeitos, produz um aumento na
relacdo area/volume. Eventos de superficies sdo muito favorecidos, como reagoes
de eletrocatalise e reconhecimento, o que justifica a intensa aplicacdo dos
nanomateriais em sensores, sejam eles épticos ou eletroquimicos. Geralmente
observa-se um aumento da sensibilidade do sensor devido a um maior niumero de
sitios disponiveis.

Este trabalho descreve a aplicagao de nanomateriais para o melhoramento
de dois sensores distintos. Um, consiste na insercdo de nanoparticulas de ouro ao
hidréxido de niquel com o objetivo de obter um material com novas propriedades e
principalmente de maior estabilidade da estrutura alfa do hidréxido de niquel. O
segundo estudo apresentado se concentra na aplicagdo de nanoparticulas como
marcadores para o0 desenvolvimento de um imunosensor com maior
detectabilidade para a ferrugem asiatica da soja. Ambos apresentaram
melhoramentos em seus desempenhos devido a aplicacdo de nanomateriais.

O hidréxido de niquel € um material muito estudado devido as suas
diversas propriedades: eletrocrOmicas, eletroquimicas (bateria) e eletrocataliticas.
Contudo, a extensa aplicagdo do hidroxido de niquel é limitada pela instabilidade
da sua estrutura alfa. Pode-se encontrar diversos trabalhos na literatura que tem
como objetivo resolver a instabilidade do hidroxido de niquel através de novas
sinteses, morfologias, dopagens e compdsitos. Até o momento nenhum estudo
revolucionou esta area ainda. Contudo, discretos progressos sao observados.
Este trabalho vem a contribuir com esta pesquisa. A insercao de nanoparticulas de
ouro, de fato melhorou a estabilidade do processo de oxidagado/reducédo do
hidroxido de niquel. Ainda mais, a constante de velocidade de catélise da glicose é
maior para o hidréxido de niquel com nanoparticulas de ouro. Contudo, o

esperado aumento da sensibilidade na deteccéo da glicose para 0 nanocompgsito
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nao foi observado. Os resultados obtidos ficaram no mesmo nivel de outros
trabalhos da literatura (umol/L) e aquém do eletrodo de ouro (padrdo para a
determinacao de carboidratos) que tem seu limite de detecgdo na regido de
pmol/L.

Contudo, ao se observar as publicacées na area nota-se uma evolucédo do
desempenho desses sensores sempre associado com a aplicacdo de
nanoestruturas novas: nanotubos de carbono, nanoparticulas de ouro e grafeno.
Por isso, acredita-se que o sistema do hidréxido de niquel continuara com
perspectivas e promessas para 0 seu melhoramento. Longe de ser o material
ideal, vale a pena a investigacao do comportamento do nanocompdsito frente a
deteccado de carboidratos em sistemas em fluxo, como FIA e cromatografia. A
combinacdao do novo material com a técnica layer-by-layer pode favorecer a
imobilizacdo do nanomaterial ao eletrodo para que ele resista ao intenso fluxo de
eluente e produzir sistemas com menores limites de deteccéo.

A modificagdo da superficie da nanoparticula de niquel € ainda pouco
explorada. Uma alternativa de funcionalizagéo é usar os elétrons dos orbitais d do
niquel para se ligar com os orbitais vazios do atomo de enxofre. Mercaptanas sao
excelentes alternativas para esta modificacdo. Uma nova funcionalizacdo dos
nanomateriais abre areas diferentes para aplicagao.

O dominio da funcionalizacdo de superficies é essencial para o
desenvolvimento de sensores e biossensores. Esses ultimos tem vantagens ja
bem estabelecidas, a especificidade de suas reagdes de reconhecimento sao
imbativeis até os dias de hoje. Apesar de cada dia, materiais sintéticos se
aproximarem mais de seus desempenhos. A flexibilidade da produgcédo de
anticorpos para diversos analitos permite o desenvolvimento de infinitos sensores.
Desde doengas mundialmente estudadas como o céancer, as doencgas
negligenciadas do terceiro mundo, malaria, dengue e etc. Aqui no Brasil, devido as
condic¢des climaticas, a lavoura da soja é muito atacada pela doenca da ferrugem
asidtica. Mesmo sendo a soja um dos maiores commodities da economia
brasileira, poucos estudos sao encontrados na literatura com o objetivo de diminuir
0s prejuizos causados. A deteccdo precoce da presenca desse patdogeno na
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lavoura pode reduzir os prejuizos dos fazendeiros brasileiros. A aplicacdo de
nanoparticulas fluorescentes juntamente com a especificidade do anticorpo
resultou no imunosensor com menor limite de deteccao da literatura. Além disso,
possibilitou a construcdo de um dispositivo point-of-care para que o proprio
fazendeiro possa monitorar sua lavoura, detectar precocemente a presenca do
patégeno a um custo mais baixo.

Dispositivos point-of-care € um tendéncia crescente no desenvolvimento de
sensores para que analises possam ser realizadas in loco e rapidamente. Nesse
sentido, ha muitos aspectos desses dispositivos que devem ser estudados. Um
deles é o desenvolvimento de elementos reconhecedores sintéticos que poderao
contribuir na estabilidade e na viabilidade dos sensores. A imobilizacdo desses
fragmentos reconhecedores sintéticos em nanoparticulas podem ser aplicados
ndo somente em sensores mas também em sistemas de drug-delivery e em
tratamentos personalizados de pacientes.

Apés as consideragdes feitas, conclui-se que apesar de ja muito explorada,
a nanotecnologia ainda permeara as pesquisas em diversos campos. Ainda mais,
as aplicagOes desses sistemas vao continuar revolucionando as solugdes para os

problemas do mundo atual.
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