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RESUMO

O Grafeno ¢ um material que tem sido extensivamente explorado devido as suas
propriedades singulares e notaveis como, excelentes propriedades mecanicas, térmicas,
opticas, elétrica e boa biocompatibilidade. Devido a estas propriedades, o grafeno e
seus derivados vem sendo aplicado em diversas areas, como sensores quimicos e
bioldgicos. O presente trabalho estuda alguns nanomateriais derivados do grafeno,
sendo o 6xido grafeno funcionalizado com cisteamina e o 6xido de grafeno reduzido e
decorado com nanoparticulas de ouro. Para a sintese do primeiro, utiliza-se de duas
rotas sintéticas diferentes com o objetivo de analisar se 0 mecanismo utilizando 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)—carbodiimida/N-hidroxissuccinimida (EDC/NHS) em
relacdo a rota que utiliza cloreto de tionila poderia ser uma alternativa mais simples e
menos poluente, gerando o mesmo material final. Para a sintese do 6xido de grafeno
reduzido e decorado com nanoparticulas de ouro, utilizou-se basicamente a mesma
rota sintética, com pequenas modificagdes, sempre visando otimizar a sintese do
material de estudo. Para a caracterizagdo utilizou-se a espectroscopia no
infravermelho, microscopia de forga atomica e técnica eletroquimica a partir de
eletrodos de grafite modificados com os nanomateriais. Visando a aplica¢des dos
materiais produzidos, um oligonucleotideo especifico para Neisseria meningitidis,
agente etiologico da meningite, foi imobilizado sobre a superficie modificada e
analisada por meio de voltametria de pulso diferencial, foi observado um aumento nos
valores de corrente para os eletrodos de grafite modificados quando comparado aos
eletrodos de grafite sem modificag@o.

Palavras-chave: nanomateriais, nanoparticulas de ouro, eletrodos de grafite,

biossensores.
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“Viver é enfrentar um problema atrds do outro. O modo como

vocé o encara é que faz a diferenga.”

Benjamin Franklin

“Vocé nunca sabe que resultados virdo da sua agdo. Mas se vocé ndo fizer nada, ndo
existirdo resultados”

Mahatma Gandhi
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1. INTRODUCAO
1.1. Nanocompositos

Os nanocompdsitos sdo formados a partir de dois ou mais compostos, sendo pelo
menos um deles em dimensdes nanométricas. A intera¢do entre as duas classes de materiais
pode levar a formagdo de um novo material com propriedades melhores, quando comparado
aos componentes puros. Sendo assim, os nacompositos representam uma classe de materiais
onde duas ou mais substancias combinadas passam a exibir propriedades tunicas, que ndo sdo
possiveis de serem obtidas a partir de seus componentes individuais. (OLIVEIRA ef al. 2006).
No presente trabalho, tem-se o intuito de estudar as propriedades de um nanocompdsito, o
oxido de grafeno reduzido e decorado com nanoparticulas de ouro.

Essa classe de materiais sdo projetados para as mais diversas finalidades, como a
producdo de plasticos que retardam a chama (IDUMAH; HASSAN; AFFAM, 2015), entrega
de medicamentos em nanocapsulas (MERINO er al. 2015), tratamento de agua
(SUBRAMANI e JACANGELOQO, 2015), embalagem de alimentos
(BUMBUDSANPHAROKE e KO, 2015), cirurgias e transplantes de o6rgdos (CROWLEY
BIRCHALL.; SEIFALIAN; 2015) e dispositivos eletronicos (RATH e KUNDU, 2015).

Varios materiais nanoestruturados vém sendo utilizados na preparacio de
nanocompositos, recentemente, o grafeno e seu derivado, o 6xido de grafeno reduzido, tém se
destacado devido a suas propriedades unicas (LEE ef al. 2008), que serdo descritas no item

1.2 deste trabalho.
1.2. Grafeno e 6xido de grafeno

O Grafeno ¢ um dos alotropos do carbono e a sobreposicao de varias folhas de grafeno
ddo origem ao grafite, e a outros alétropos do carbono (Figura 1). O grafeno € formado por
uma camada de atomos de carbonos estruturados de forma hexagonal e hibridizados na forma
sp?, com espessura de aproximadamente 1 Angstrom (A) = 10® cm. Este material tem sido
extensivamente explorado devido as suas propriedades singulares e notaveis como, excelentes
propriedades mecanicas, térmicas, opticas, elétricas (ALLEN; TUNG; KANER, 2010) e boa
biocompatibilidade (JIN; . ef al., 2016). Sua alta condutividade térmica (~5.000 W m™ K™)
favorece uma mobilidade de transportadores de cargas a temperatura ambiente (200.000 cm?

V7' s1) e além disso, exibe uma elevada area superficial (~ 2.600 m* g') (BALANDIN et al.,
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2008; BOLOTIN ef al., 2008, XIANG; YU, JARONIEC, 2012 ; YEH et al., 2013). Devido a
isso, o grafeno tem sido aplicado em diversas areas tais como: super-capacitores (SUN et al.,
2015), eletrocatalise (SHI er al., 2015), biomedicina (PODILA ef al, 2013) e sensores
quimicos e biologicos (VASHIST, 2012).

Figura 1: Representacdo esquematica do grafeno como precursor dos aldtropos

fulereno, nanotubos de carbono e grafite.

Fulereno

Nanotubo de carbono

Fonte: Adaptado de GEIM e NOVOSELOV, 2007

Originado a partir do grafeno, o oxido de grafeno (OG) possui carbonos hibridizados
na forma sp3 e varios grupos contendo oxigénio como epoxidos, hidroxilas, carbonilas e
carboxilas (Figura 2). Os epoxidos estdo localizados principalmente no meio da rede de
carbonos, ja as carbonilas e carboxilas estio nas extremidades, enquanto que as hidroxilas
podem estar em toda a estrutura (LERF ef al., 1998). Os grupos de oxigénio aumentam a
solubilidade deste material em agua, bem como, a funcionalizagdo com outras substancias
quimicas e ainda, permite interagdes como a de ligagdo de hidrogénio com polimeros e

materiais biologicos.
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Figura 2: Representagdo comparativa da estrutura do grafeno e do 6xido de grafeno.

Grafeno Oxido de grafeno

Fonte : Adaptado do site TCI Chemicals http://bit.ly/2tIDTe9

1.3. Obten¢ao do 6xido de grafeno - Método de Hummers

As nanofolhas de grafeno foram primeiramente obtidas por esfoliagio mecéanica
(método Scotch-tape) de grafite a granel (NOVOSELOV ef al, 2004) e por deposigdo de
vapor quimico (BERGER ez al., 2006), no entanto, essas rotas ndo sdo usuais para a produgao
em massa de grafeno.

Os métodos para a redugdo do oOxido de grafeno se destacam como a principal
estratégia para produzir um material em larga escala com propriedades similares ao grafeno
(SILVA, 2017). A escalabilidade ¢ um fator importante para a sintese (BAE ez al., 2010).

O oxido de grafeno ¢ obtido a partir da dispersdo aquosa do Oxido de grafite, este, por
sua vez pode ser facilmente sintetizado pela oxidagdo do po6 natural de grafite e € de grande
interesse devido ao seu baixo custo, acesso facil e ampla capacidade de conversdo em
grafeno.

Ao longo da historia, com a evolugdo da ciéncia, diferentes métodos para sintese do
oxido de grafeno foram desenvolvidos (Tabela 1). Os primeiros procedimentos para a sintese
do OG foram desenvolvidos héa varias décadas por Brodie (BRODIE, 1859), Staudenmeier
(STAUDENMALIER, 1898) e Hummers (HUMMERS; OFFERMAN, 1958).


http://bit.ly/2tlDTe9
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Tabela 1: Métodos de oxidagdo do grafite para obtengdo do éxido de grafeno.

Brodie Staudenmaier Hummers
Ano 1859 1898 1958
KCIOa, KCIOS {ou NaCID4}, NaNDS,
Dxidantes
HNOa HNOT H28(}4 KMn041 HZSO4
Tempo de 34 dias 1-2 dias 9-10 h
reagiao

(BRODIE, | (STAUDENMAIER, | (HUMMERS;
1859) 1898) OFFERMAN,
1058)

Referéncias

Fonte: SILVA, 2017.

A extensdo da oxidacgdo do grafite, quantificada pela razdo atdmica C:O, vai depender
do método de sintese, bem como do tempo da reagdo. O OG obtido pelo método de
Staudenmaier normalmente € mais oxidado, entretanto a sintese inteira leva dias de reagéo.
Infelizmente, tanto ele quanto o método Brodie (BRODIE, 1859), produzem como subproduto
o ClO; (dioxido de monocloro) o qual deve ser manuseado com cautela devido a sua alta
toxicidade e tendéncia a se decompor no ar gerando explosdes. Assim, o método de Hummers
(HUMERS e OFFERMAN, 1958) tem sido comumente empregado na pesquisa cientifica,
devido ndo fazer uso do gas ClO, e o tempo de reacdo ser relativamente curto. O
inconveniente desse método ¢ a potencial contamina¢do por excesso de permanganato,
todavia esse reagente pode ser removido por tratamento com perdxido de hidrogénio (H203)
seguido de lavagem. (SILVA, 2017)

Quando o grafite ¢ oxidado, ocorre a quebra da estrutura hibridizada em sp? das folhas
de grafeno empilhadas, gerando defeitos que manifestam como estruturas enrugadas
(MCALLISTER et al., 2007) e, ainda, o aumento da distancia entre as folhas adjacentes do
grafite. Essa distancia depende da quantidade de agua intercalada entre as folhas, facilitando a
separacdo das folhas individuais de oxido de grafeno quando sonicado em dgua. Em meio

basico, os grupos funcionais ficam carregados negativamente, promovendo uma estabilizagdo
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do material em meio aquoso (BISSESSUR; SCULLY, 2007). Essa dispersdo ¢ a precursora

para obter muitos materiais a base de oxido de grafeno e grafeno. (SILVA, 2017)

1.4. Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro s@o uma dispersdo de particulas cujo tamanho do material
particulado é normalmente inferior a 100 nm. Devido a sua escala nanométrica, essas
nanoparticulas apresentam caracteristicas fisico-quimicas oOpticas, magnéticas, eletronicas e
cataliticas peculiares que diferem muitos deste mesmo material em escala macrométrica.
(DIAS, 2015 e MELO JR. et al.,, 2012)

Para formag¢do do ouro coloidal € necessaria a redugdo de sais de ouro pela aplicagdo
de um agente redutor. Essas nanoparticulas possuem aplicagdes como o uso em sensores
opticos e mediadores de transferéncia de elétrons em reagdes redox. No caso, quando aplicado
em sensores eletroquimicos modificados com nanoestruturas, as nanoparticulas de ouro t€ém
resultados satisfatorios, pois aumentam a velocidade no transporte de massa. Isso acontece
principalmente porque quando se tem um material nanoestruturado, ocorre um ganho de area
superficial do eletrodo, que possibilita uma intera¢do mais efetiva com a espécie em solugio.

(DIAS, 2015 e MELO JR. e al., 2012)

1.5. Método de Turkevich

Um método comumente empregado para a sintese das nanoparticulas de ouro € o
método de Turkevich (TURKEVICH et al., 1953). Tal método envolve a reagdo de pequenas
quantidades de acido tetraclorodurico a quente com pequenas quantidades de solugdo de
citrato de sodio. O ouro coloidal ird se formar porque os ions de citrato sdo bons agentes
redutores e estabilizante. O método pioneiro de Turkevich foi desenvolvido em 1953,
melhorado por Frens na década de 1970 (FRENS, 1972) e, apesar de outros métodos para a
sintese de nanoparticulas de ouro, o método pioneiro € um dos principais e simplificados para

a produgdo desse nanomaterial de 10-20 nm (DIAS, 2015).

1.6. Funcionalizacio do 6xido de grafeno com cisteamina

Os grupos funcionais presentes no 6xido de grafeno, além de viabilizar ligagSes de

hidrogénio com outras estruturas, permitem a funcionalizagdo covalente a fim de ampliar as
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interagdes com diversas estruturas, incluindo polimeros e moléculas biologicas. Assim, o
oxido de grafeno pode ser aplicado na producdo de sensores biologicos. (DAS; PRUSTY,
2013; HU et al., 2014).

Neste trabalho o Oxido de grafeno foi funcionalizado com a cisteamina e
posteriormente foi reduzido e decorado com as nanoparticulas de ouro. Primeiramente obteve-
se o oxido de grafeno funcionalizado com cisteamina (OGcis) por meio da rota sintética
utilizando cloreto de tionila (SOCly).

A primeira etapa € um ataque nucleofilo do oxigénio da hidroxila do 4cido ao enxofre,
formando-se um intermediario instavel (eq. 1). A fase seguinte (eq. 2) € a eliminac¢do da base
:CI', que ira atacar o carbono da carbonila da estrutura (eq. 3) formando o haleto de acila

correspondente, HCI (acido cloridrico) e SOx(didxido de enxofre). (BRUICE, 2006).

¢« 0 e
o %\ |, (%

e
N

@
’—/ﬁg =R—2C L‘"} S G eq. 1
H

Fonte: Apostila de laboratorio de quimica organica II, escola de engenharia USP —

Lorena, 2007 < http://www.dequi.eel.usp.br/~croa/Organica 2. pdf>


http://www.dequi.eel.usp.br/%7Ecroa/Organica_2.pdf
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Com a forma¢do do haleto de acila o composto fica extremamente reativo, a
cisteamina ¢ uma amina monosubstituida que reage com o cloreto de acila segundo o seguinte

mecanismo tradicional (BRUICE, 2006), (eq. 4):

2]
0i
o Qﬂ' |<:) ® 0

t+ \N—R——=R—C—N—R—=R—C ®

: Cl H,

+ 30 eq. 4

AN
©

HCl + |[R—C
N—R | amida substituida
H

Fonte: Apostila de laboratério de quimica organica II, escola de engenharia USP —

Lorena, 2007 < http://www.dequi.eel.usp.br/~croa/Organica 2. pdf>

A partir dos mecanismos de reagdo € possivel entender como ocorre a funcionalizagdo
do oxido de grafeno com a cisteamina, pois o cloreto de tionila pomove a acilagdo dos grupos
carboxilicos contidos no 6xido de grafeno, tornando esses grupos reativos suficientemente
para promoverem a substitui¢do pela cisteamina que ¢ uma amina mono-substituida
(BRUICE, 2006), o produto formado nessa reagdo foi chamado de OGcis. Sendo assim, apds
a funcionalizag¢@o s@o formados amidas e atomos de enxofre expostos, este tem afinidade por
estruturas de ouro viabilizando assim interagdo com as nanoparticulas de ouro.

Outra rota sintética comumente aplicada para ativacdo de carboxilas em ensaios
biologicos € a utilizagdo de uma carbodiimida, neste caso a reacdo ndo € tdo agressiva quando
a utilizagdo do cloreto de tionila. Para isso utilizou-se o mecanismo EDC/NHS (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)—carbodiimida/N-hidroxissuccinimida) para ativagdo da carboxila e,
posteriormente incorporagdo da cisteamina (HERMANSON, 2008), resultando em um
produto chamado de OGecis*.


http://www.dequi.eel.usp.br/%7Ecroa/Organica_2.pdf
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O 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) —carbodiimida (EDC) ¢ um agente de reticulagdo
utilizado para acoplar grupos carboxilo ou fosfato a aminas primarias. Este agente de
reticulagdo foi utilizado em diversas aplicagdes, tais como a formagdo de liga¢des de amida na
sintese de peptideos, rotulando acidos nucleicos através de grupos fosfato e criando ésteres
NHS reativos a amina de biomoléculas (HERMANSON, 2008).

Uma das principais vantagens do acoplamento EDC ¢ a sua solubilidade em 4gua, que
permite a bioconjugacdo direta sem dissolugdo prévia do solvente organico. Além disso, o
excesso de reagentes e subprodutos podem ser facilmente removidos por dialise ou filtragdo
por gel (SHEEHAN et al,, 1961, 1965). No entanto, a reacdo de acoplamento deve ser
realizada rapidamente, uma vez que o éster reativo formado pode ser hidrolisado em solugdes
aquosas. Para aumentar a estabilidade deste éster ativo, podem ser utilizadas N-
hidroxissuccinimida (NHS) ou N-hidroxissulfoxuccinimida (sulfo-NHS). A adi¢do do NHS
ou sulfo-NHS estabiliza o intermediario reativo de amina convertendo-o em um éster reativo
com amina, aumentando assim a eficiéncia de rea¢des de acoplamento mediadas por EDC.
Uma vez que EDC ¢ soluvel em agua, a reticulagdo pode ser feita sob condi¢des fisiologicas
sem adi¢do de solvente orgdnico (HERMANSON, 2008). O mecanimo dessa reagdo
representado nas equagdes S, 6 e 7, mostra que o produto final (OGceis*) € igual ao do

mecanismo tradicional (OGcis), sendo assim, uma alternativa para obtenc¢do de amidas.

H CH,

\ /-

N+Cl

/J )
CHj,
R o) /C=N
HsC < s
eq.

OH EDC /K
o (o)
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Fonte: adaptado de HERMANSON, 2008 (construido no programa ChemDraw®)
1.7. Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que incorporam algum elemento bioldgico,
capazes de produzir sinais mensuraveis que se relacionem a concentracdo do analito de
interesse (TURNER, 2013). Os biossensores combinam um sistema de reconhecimento
bioquimico a um transdutor, que converte esse evento de reconhecimento em um sinal
mensuravel (SANVICENS et al. 2011).

O sucesso da associagdo entre as técnicas de deteccdo e biomoléculas especificas
possibilitou o desenvolvimento de tecnologias de reconhecimento molecular sensiveis e

seletivas, com aplicagdes que incluem a andlise clinica, ambiental (TICHONIUK ef al. 2010),
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toxicologica, medicina do esporte (RAPP ef al. 2010), seguranga alimentar, descoberta de
novas drogas, controle de processos, seguranga e defesa (RAMACHANDRAN ef al. 2015).
Biossensores de DNA (ou genossensores) sdo dispositivos analiticos resultantes da
integragdo de uma sequéncia de sonda especifica (geralmente um oligonucleotideo) a um
transdutor (GONG ez al. 2015). A sonda imobilizada na superficie do transdutor reconhece a
molécula-alvo de DNA pela hibridiza¢do das sequéncias complementares. Esse
reconhecimento pode ser feito tanto diretamente (através da oxidagdo das bases nitrogenadas),
quanto indiretamente (pela utiliza¢do de intercaladores de DNA eletroativos). Em ambos os
casos citados, a reagdo envolve a transferéncia de elétrons, constituindo um genossensor
eletroquimico. Nesses, o transdutor converte a resposta do evento de reconhecimento
biologico em um sinal elétrico (WANG ef al. 2011a). Os métodos eletroquimicos destacam-se
pela sua especificidade por um estado de oxidag@o particular de uma substancia, pelo baixo
custo da instrumentagdo e pela possibilidade de fornecer informagdes acerca da atividade de

espécies quimicas (SKOOG, HOLLER e CROUCH, 2007).

1.8. Técnicas de caracterizacio dos nanomateriais

Neste trabalho utilizou-se técnicas de espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho e microscopia de forga atdomica, além das eletroquimicas para caracterizar e
estudar os compostos sintetizados. E importante caracterizar os materiais para confirmar se a
sintese foi bem sucedida.

1.8.1. Espectroscopia de absorc¢iao no infravermelho (FT-IR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho ¢ largamente utilizada no meio
cientifico no estudo de inimeros compostos. O espectro no infravermelho aparece como uma
série de bandas, de comprimento de ondas (um) ou numero de ondas (cm™ ) em fungio das
intensidades das bandas em porcentagem de transmitancia (%T) ou absorbancia (A). Dessa
forma, ¢ possivel identificar os modos vibracionais presentes no composto. (BARBOSA,
2007 e STUART, 2004).

Para que uma molécula apresente absor¢des na regido do infravermelho, ela deve
possuir um momento de dipolo diferente de zero, esse momento ¢é especifico para cada tipo de
ligacdo, e gera um movimento natural das moléculas. A Figura 3 ilustra um exemplo de uma
molécula “ativa no infravermelho”, uma molécula diatdmica heteronuclear. O momento

dipolo de tal molécula muda a medida que a ligagdo se expande e se contrai. Um exemplo de
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uma molécula “inativa no infravermelho” seria uma molécula diatdmica homonuclear
porque seu momento de dipolo € zero (STUART, 2004).
Figura 3: Exemplo de uma molécula diatdmica heteronuclear, representando

simplificadamente a diferenga de dipolo que ocorre.

Fonte: STUART, 2004

1.8.2. Microscopia de forca atomica (MAF ou em inglés AFM)

Baseia-se na varredura da superficie da amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de
alguns micrometros de comprimento (100 a 200 um) e geralmente com menos de vinte
nanometros de didmetro, integrada em um cantilever flexivel. A for¢a entre a ponta e a
superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa deflexdo ¢
proporcional a forga de interagéo.

A medida que a ponta varre a amostra ou a amostra é deslocada sob a ponta, os
diferentes tipos de “acidentes geograficos” encontrados sobre a superficie fazem com que a
interagdo mude. As variagdes das interagdes s3o os fatores que provocam diferentes
deflexdes. Essas diferencas, captadas no detector, sdo armazenadas e processadas por um
computador, que as transformam em imagens topograficas da superficie bi e tridimensionais,
na Figura 4 € possivel ter uma ideia do funcionamento de um AFM. A for¢a mais comumente
associada com AFM na deflexdo do cantilever € a for¢ca de van der Waals. (YAMANAKA,
2006)
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Figura 4 : Representagio do principio de funcionamento de um AFM.
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Fonte: TROIANI, 2007

1.8.3. Eletroquimica

No presente trabalho, foram realizadas algumas andlises utilizando técnicas
eletroquimicas como voltametria de pulso diferencial e voltametria ciclica. A partir do uso de

um potenciostato foi realizada a programagao da analise desejada.

1.8.3.1. Células eletroquimicas

A conducgdo de corrente elétrica na interface eletrodo-solu¢do envolve dois tipos de
processo. Cada elétron proveniente de um circuito externo que chega a superficie do eletrodo
pode permanecer na superficie, aumentando a carga na regido (processo ndo-faradaico ou
capacitativo) ou sair da superficie, sendo transferido para uma espécie na solucdo (processo
faradaico). Assim, os processos faradaicos baseiam-se na transferéncia direta de elétrons por
meio de um processo de oxirredugdo. Por outro lado, esses processos faradaicos podem ser
impedidos pela termodinamica ou cinética das reagdes. Nessas circunstancias, as superficies
dos eletrodos podem comportar-se como placas de um capacitor, caracterizando os processos
ndo-faradaicos (SKOOG, HOLLER e CROUCH, 2007).

Os fendmenos eletroquimicos que ocorrem na interface eletrodo-solugdo podem ser
estudados em células eletroquimicas, isto ¢, sistemas de eletrodos imersos em solugdes de
eletrdlitos e recipientes apropriados, que sdo as células eletroquimicas. Para a transmissdo de

corrente, os eletrodos devem estar externamente conectados por um condutor, as solugdes de
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eletrolitos devem estar em contato e uma reagdo de transferéncia eletronica deve ocorrer em
ambos os eletrodos (SKOOG, HOLLER e CROUCH, 2007).

Neste trabalho, utilizou-se células eletroquimicas de trés compartimentos como a
representada na Figura 5. Esta célula eletroquimica ¢ composta por trés tipos de eletrodos, o

de trabalho (ET), o de referéncia (ER) e o contra-eletrodo(CE) ou eletrodo auxiliar.

Figura 5: Esquema de uma célula eletroquimica de trés compartimentos.

Eletrodo de

Eletrodo trabalho Eletrodo de
auxiliar

referéncia

Fonte: RODOVALHO, 2014.

O eletrodo de trabalho ¢ aquele em que a rea¢do de interesse ocorre. O eletrodo de
referéncia fornece um potencial estavel e reprodutivel, independentemente da composi¢do da
amostra, em relagdo ao qual o potencial do eletrodo de trabalho ¢ medido. O eletrodo auxiliar
completa o circuito e € constituido por um material inerte condutor, como a platina. Assim, a
corrente flui pela solug@o entre os eletrodos de trabalho e auxiliar. A separagdo dos eletrodos
em compartimentos distintos pode ser realizada para impedir a dispersdo de subprodutos, sem

impedir o fluxo elétrico (WANG, 2006a e RODOVALHO, 2014).

1.8.3.2. Voltametria Ciclica

Neste trabalho utilizou a técnica de voltametria ciclica com o objetivo de caracterizar
os materiais sintetizados e observar a melhora na transferéncia do par redox nos eletrodos
modificados. Isso porque essa técnica ¢ um dos métodos eletroanaliticos mais utilizados em

que ¢ possivel ter uma visdo global dos processos que resultam de reagdo redox, que possam
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ocorrer em um eletrodo de trabalho, por efeito da polarizagdo eletroquimica, entre dois
valores de potenciais (final e inicial).

O potencial do eletrodo ¢ medido relativamente a um eletrodo de referéncia. O
potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia pode ser considerado
corrente resultante pode ser tida como um sinal de resposta.A voltametria ciclica varre
linearmente o potencial de um eletrodo de trabalho (WANG, 2006a), usando uma forma de
onda mostrada na Figura 6. Desse modo, o potencial ¢ variado linearmente de A até B. Em
seguida, quando o extremo B ¢ atingido, a direcdo ¢ invertida e o potencial ¢ novamente
variado até o valor inicial A. O ciclo de varreduras tem uma velocidade especifica e pode ser

repetido (SKOOG, HOLLER ¢ CROUCH, 2007).

Figura 6: Forma de onda caracteristica da voltametria ciclica, com potencial elétrico
em fung¢do do tempo. Cada ciclo € composto por dois segmentos: um que varia o potencial de

AaBeoutroquevaide BaA.

B

Potencial (V)

Primeiro segmento . Segundo segmento

Tempo (s)
Fonte: RODOVALHO, 2014.

O grafico resultante, de corrente em func¢do de potencial, ¢ chamado voltamograma
ciclico. Assumindo que a forma reduzida de um dado analito estd presente na solugdo
inicialmente, o primeiro meio-ciclo serd obtido a partir de uma varredura em direcdo a
potenciais mais positivos. Durante essa varredura, sera atingido um potencial caracteristico
do processo redox, em que uma corrente anddica comega a aumentar, até atingir um pico, e
depois ocorre decaimento. Ao término da varredura, ocorrerd uma inversdao, de modo que o

segundo meio-ciclo sera em direcdo a potenciais mais negativos. As moléculas que foram
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oxidadas no primeiro meio-ciclo serdo reduzidas no segundo e o perfil da resposta sera similar
a do primeiro meio ciclo, se o processo for reversivel (WANG, 2006a). A Figura 7 mostra um
exemplo tipico de voltamograma ciclico, com um pico de oxidagdo proximo ao potencial +0,3

V e um pico de redugdo préximo ao potencial +0,2 V.

Figura 7: Exemplo de voltamograma ciclico, com um pico de oxidagdo proximo

+0,3V e um de redugdo proximo a +0,2V.
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Fonte: RODOVALHO, 2014.

Corrente / pA

1.8.3.3. Voltametria de pulso diferencial

No presente trabalho a técnica de voltametria de pulso diferencial teve um papel
crucial, pois com ela foi observada a detecg¢do dos eletrodos modificados com os materiais
sintetizados e imobilizados com a sonda de oligonucleotideo especifica da bactéria causadora
da meningite, mostrando a possibilidade de desenvolvimento de um biossensor com os

materiais sintetizados. Na técnica de voltametria de pulso diferencial, tem a finalidade de
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realizar a medida de corrente em um momento em que ¢ grande a diferenga entre corrente
faradaica (desejada) e a corrente ndo-faradaica (interferente) (SKOOG, HOLLER e
CROUCH, 2007). Assim, os potenciais sdo aplicados na forma de pulsos e a corrente €
medida algum tempo apds a aplicagdo, quando a corrente ndo-faradaica tiver decaido
(SCHOLZ e BOND, 2010). A Figura 8 mostra graficamente a variagdo de potencial de acordo

com o tempo.

Figura 8: Forma de onda caracteristica da voltametria de pulso diferencial .
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Fonte : RODOVALHO, 2014.

Nessa técnica, as medidas de corrente sdo feitas alternadamente: uma anterior ao
pulso e outra no fim do pulso. A diferenga de corrente ¢ gravada como uma fung¢ido do
potencial de excitagdo aplicado, que aumenta linearmente. Assim, o resultado ¢ uma curva
diferencial, consistindo de um pico cuja altura € diretamente proporcional a concentragio
(Figura 9). A principal vantagem da técnica € a sua grande sensibilidade (SKOOG, HOLLER
e CROUCH, 2007).
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Figura 9: Exemplo de voltamograma de pulso diferencial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:

O presente trabalho tem como objetivo geral as sinteses do oOxido de grafeno
funcionalizados com cisteamina, obtido por meio de duas rotas sintéticas, e do oxido de

grafeno reduzido e decorado com nanoparticulas de ouro, visando a aplicagdo em sensores

bioldgicos.
2.2. Objetivos especificos

v Sintetizar o 6xido de grafeno funcionalizado com cisteamina por duas rotas
diferentes: via cloreto de tionila obtendo o OGcis e pela metodologia utilizando EDC/NHS
obtendo o OGcis*™.

v Sintetizar o éxido de grafeno reduzido decorado com nanoparticulas de ouro a
partir dos dois precursores OGcis e OGcis™.

v Caracterizar os nanomateriais por meio de espectroscopia infravermelho e

microscopia de forga atdbmica.
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Modificar eletrodos de grafite com os nanocompdsitos;

Caracterizar e promover um estudo dos eletrodos modificados com a técnica de

voltametria ciclica

v

SH-3" (NM1)

v

diferencial.

Imobilizar uma sonda de oligonucleotideo 5'-TGTTGGGCAACCTGATTG-

Realizar deteccdo direta da sonda biolégica por voltametria de pulso

3. Parte experimental

3.1. Reagentes

DN N N N N W N N N

AN N NN

Acido Nitrico (HNO3)

Acido Perclorico (HC10,)

Acido tetracloroaurico (HAuCly)

Alumina liquida 0,3um ;

Boroidreto de sddio (NaBHy)

Cisteamina(C,H7NS)

Citrato de sodio (NazCsHsO7)

Cloreto de tionila (SOCly)

Dimetilformamida (DMF)

Fragmentos de DNA especificos para a meningite (NMl/sonda 5'-
TGTTGGGCAACCTGATTG-SH-3’

SigmaCote® (organopolisiloxano clorado em heptano)

Agua deionizada (H,0)

Cetona (C3HgO)

Etanol (C;H¢O)

N-hidroxissuccinimida (NHS)

Cloridrato de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
Hidréxido de aménio (NH4OH)

Os reagentes utilizados foram de padrio analitico.

Para fazer as medidas eletroquimicas, todas as solugdes foram deaeradas com

nitrogénio puro por borbulhamento com o objetivo de retirar o gas oxigénio que poderia estar
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presente na solugdo, evitando o surgimento de um sinal eletroquimico interferente nas janelas

de potencial trabalhado.

3.2. Limpeza dos materiais

As células eletroquimicas e demais vidrarias utilizadas para preparo de solugdes foram
mergulhadas em HNO; concentrado por 24 horas e lavadas com agua deionizada a fim de
eliminar contaminantes.

Para o preparo das nanoparticulas de ouro, apds a limpeza das vidrarias as mesmas € a
barra de agitacdo magnética foram siliconizadas com SigmaCote® para evitar a nucleagdo
indesejada durante a sintese, bem como agregacao de solugdes coloidais de ouro na superficie
irregular do vidro. Apos 24 horas as vidrarias siliconadas foram lavadas sucessivas vezes com

agua deionizada e dessa forma poderiam ser usadas sempre que necessario.

3.3. Metodologias

3.3.1.Sintese do 6xido de grafeno(OG)

O oxido de grafeno utilizado neste trabalho foi obtido a partir da metodologia de
Hummers (HUMMERS; OFFERMAN, 1958) com pequenas modificagdes descritas por
SILVA, 2017. Em um béquer adicionou-se 50 mL de acido sulfurico P.A., 2 gramas de grafite
e 2 g de nitrato de sddio. Submeteu-se a mistura a resfriamento em banho de gelo, em
seguida, adicionou-se 6 g de permanganato de potassio (KMnQ,). Uma leve agitagdo e depois
repouso de 10 min. em banho de gelo. Transferiu-se a mistura para banho-maria a 42 °C e
agitou-se por 1 hora (nos primeiros 30 min., formou-se uma pasta marrom). Apos esse tempo,
adicionou-se 95 mL de agua deionizada e o sistema foi agitado por mais 30 min. Adicionou-
se 285 mL de 4gua deionizada, 20 mL de peroxido de hidrogénio (H,0;) (30%) e agitou-se o
sistema por 10 min. Resfriou-se a temperatura ambiente e centrifugou-se numa rotacdo de
9000 rpm por 15 min. por 3 vezes. Em seguida, lavou-se com 4gua deionizada e a secagem foi

feita em forno a 55 °C por 3 dias.(Figura 10)
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Figura 10: Representagdo esquematica da metodologia empregada para a sintese do

oxido de grafite.

Grafite + NaNO3 + HySOy4

e gelo - 10 minutos - o

Banho

Banho maria - 60 minutos

H20 (95 mL + 285 mL)
+

H20 (95 mL) 2N H0; (20 ml) —

‘ 1 L)

y

&S

4 a NS

—— . m —A———’l Centrifugagéo
30 minutos ' -

9000 rpm, 15 min., 3 vezes

f

*o

\
/

\
|

10 minutos

a4 =)

Secagem a 55°

Maceragao Armazenamento

Fonte: SILVA, 2017.

3.3.2.Funcionalizacio do 6xido de grafeno com cisteamina (OGcis e OGceis*)

3.3.2.1. Metodologia com cloreto de tionila (OGcis):

Misturou-se 0,1012 g do éxido de grafeno com 225 ml de cloreto de tionila e
manteve-se em refluxo por 24h a 64 °C. Posteriormente, filtrou-se a vacuo e lavou-se com 20
ml de cetona e 20 ml de etanol seguido de secagem a 55 °C por 48 h. Em seguida o material
obtido foi transferido para um erlenmeyer, seguido de adi¢do de 20 ml de DMF e 30 mg de

cisteamina, manteve-se em agitacdo por 12 h. Filtrou-se a vacuo e a mistura foi lavada com
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com 20 ml de cetona e 20 ml de etanol. Para secagem o material funcionalizado foi mantido a

50 °C por 72 h e depois armazenado. (KUMAR,; et al. 2009) (figura 11)

Figura 11: Esquema da rota sintética para formagdo do OGCis a partir do OG.

Refluxo por 24h - 64°C

—>

Filtragdo a vacuo
Lavagem com Cetona ¢ Etanol

rq

=

Secagem 45°C - 48h
OG + SOCl2

Filtracdo & vacuo
Lavagem com Cetona e Etanol

@) DMF + Cisteamina
,C Ha l HZN\//\SH

Secagem 50°C - 72h

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)
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3.3.2.2. Metodologia utilizando EDC/NHS (OGcis*):

Dispersou-se no sonicador por cerca de 10 minutos, 0,02514g de oxido de grafeno em
25 ml de agua deionizada. O pH foi ajustado para 7 utilizando hidréxido de amonio (NHsOH)
com 5 adi¢des de 5 pL, o pH neutro permite a melhor performace do ECD. Em seguida,
adicionou-se a solugdo, 0,03272g de NHS e 0,05124 g de EDC, deixou-se o sistema sob
agitagdo por 30 minutos para que a carbonila fosse devidademente ativada. Apds essa etapa,
adicionou-se 0,025g de cisteamina a solugdo e deixou-se agitando por mais 30 minutos para
garantir a funcionalizagdo do 6xido de grafeno. Para a lavagem, a solugdo foi transferida para
um tubo falcon e centrifugou-se por 10min a 10 000 RPM por 3 vezes, sempre retirando o
sobrenadante delicadamente e completando o tubo com agua. Em seguida, o OGcis* foi seco

em forno a 45 °C por 72 h, seguido de armazenamento. (Figura 12)

Figura 12: Esquema da rota sintética para formagdo do OGCis* a partir do OG.

HZN\/\SH
EDC + NHS Cisteamina

OG + 4gua
banho ultrassom (10min.)

até pH="7

3 lavagens com agua a

Agitagio 30 min. 10000RPM por 10min.
B
= =
T
«»«w TR o Secagem 45°C - 72h

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)

3.3.3. Sintese das nanoparticulas de ouro (NpAu)
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Primeiramente, todas as vidrarias utilizadas no processo foram siliconizadas com
SigmaCote® (organopolissiloxano clorado em heptano) e as solugdes foram filtradas, para
evitar contamina¢des e perda de material. Em um erlemeyer ferveu-se 50 ml de agua
deionizada e, em agitacdo, mantendo-se a temperatura proxima a de ebulicdo da agua,
adicionou-se ao erlermeyer 3,75 ml de citrato de sédio (1 g de citrato de sodio diluido em 100
ml de agua). Apos cerca de 5 minutos, adicionou-se 1,25 ml de 4cido tetraclorodurico 1%
(v/v) a solug@o. Em seguida, adicionou-se ao erlermeyer 0,5 ml de boroidreto de sddio 0,05
mol. L. Apés cerca de 25 min em aquecimento e agitagdo, observou-se a coloragio vermelho
alaranjada indicando formagdo de nanoparticulas de ouro (Figura 13). (TURKEVICH; 1953 ¢
FRENS; 1972)

E importante ressaltar que o boroidreto de sodio é um agente redutor forte, que
promove a reducdo do 6xido de grafeno a éxido de grafeno reduzido, além disso, os ions
boroidreto podem também adsorverem nas NpAu juntamente com os ions citrato que
adsorvem primeiro na NpAu, ambos criando forgas repulsivas capazes de estabilizar a

solucdo coloidal (MELO JR. et. al., 2012)

Figura 13: Esquema da rota sintética para formagao das nanoparticulas de ouro.

Na3C6H507
U;\\‘__“ (|) HAUC14 + NaBH4
"y >(“'u" Na® a - H T
H,O em ebulicio S e “Au 5
2 ¢ o o - s ; “H

b b

Agitacdo
EE— B

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)
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3.3.4. Modificacido do 6xido de grafeno funcionalizado

A ultima etapa consistiu-se na dispersdo do oxido de grafeno funcionalizado com
cisteamina em 10 ml de etanol deixados em sonicagdo por 2 minutos. Essa solugdo foi
adicionada a suspensdo de nanoparticulas de ouro, recém preparadas e mantidas sob agitagdo

por 30 min.

Para o OGrNpAu formado a partir do OGecis, a solugdo foi filtrada e lavada com 20
ml de cetona ¢ 20 ml de etanol. Manteve-se o oxido de grafeno reduzido decorado com

nanoparticulas de ouro em forno a 45 °C por 72 h , seguido de armazenamento(Figura 14).

Figura 14: Esquema da rota sintética para formagao do OGrNpAu a partir do OGCis.

NpAu + OGCis

Filtragdo a vacuo
Lavagem com etanol e cetona

Secagem 45°C - 72h

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)

Para o OGrNpAu* formado a partir do OGcis*, a solugdo foi armazenada por 24 horas
na geladeira em tubos falcon para a decanta¢do do nanomaterial, o sobrenatande foi retirado e
colocou-se o precipitado em um eppendorf para a lavagem. Para esta etapa completou-se o
eppendorf com é4gua deionizada e centrifugou-se por 10 min a 9 000 RPM por 3 vezes,
sempre retirando o sobrenadante delicadamente e completando o eppendorf com agua. Em
seguida, o eppendorf com o OGrNpAu* foi colocado no forno a 45 °C por 72 h para secar e

depois foi armazenado (Figura 15).
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Figura 15: Esquema da rota sintética para forma¢do do OGrNpAu* a partir do

OGCis*.

NpAu + OGCis*

OGrNpAu*
refrigerado por 24h 3 lavagens com agua a
l : 9000RPM por 10min.
|  Agitagiio 30 min. | “ \ /\

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)
3.3.5. Caracterizacao dos nanomateriais

Para caracterizar os materiais sintetizados por ambas as rotas, utilizou-se o
infravermelho e a microscopia de for¢a atomica, além da técnica eletroquimica usando
voltametria ciclica.

Andlises por infravermelho foram realizadas para verificar as modificagdes quimicas
ocorridas no processo de oxidagdo do grafite e subsequente redugdo do 6xido de grafeno. Os
espectros foram registrados na regido de 4500 a 400 cm™ utilizando-se um espectrofotémetro
Shimadzu Prestige-21 (o material a ser analisado foi prensado em pastilha de KBr a 1%)
pertencente ao Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia; e Frontier Single Range — MIR- PerkinElmer (analise direta da amostra, feitas
com a utiliza¢do do acessério de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de seleneto
de zinco (ZnSe) pertencente ao Laboratorio de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-
CM) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. As bandas de vibragdo
foram associadas aos principais grupos quimicos presentes nas amostras. Previamente as

medidas, o material foi mantido sob vacuo por 24 horas.
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A espessura do oxido de grafeno foi verificada através de microscopia de forga
atdmica utilizando um equipamento da Shimadzu, modelo SPM 9600. Para este procedimento
foi preparada uma solugdo aquosa do OG, OGrNpAu, OGrNpAu* (1 mg.mL™) e colocada sob
ultrassom por 2 horas. Uma gota do sobrenadante foi gotejada em mica recém clivada e seca

com nitrogénio ultrapuro.
3.3.6. Preparacio dos eletrodos de grafite

Os eletrodos de trabalho utilizados foram eletrodos de grafite (EG) fabricados
artesanalmente no laboratorio utilizando discos de grafite puro (99,9995% de pureza) de 6
mm de didmetro como eletrodos de trabalho, colados sobre latdo com cola de prata e envoltos
por uma base de teflon. Os espagos entre a base e o sistema grafite/latdo foram preenchidos
com cola epoxi. Em seguida, um polimento do eletrodo foi realizado em lixas d’4gua com
granulacio de 400 cm™e 1500 cm™, para nivelar a superficie do grafite. Posteriormente,
utilizou-se uma suspensdo aquosa de alumina 0,3 pum sobre feltro para um polimento mais
fino. Para a remoc¢do da alumina, os eletrodos foram sonicados por 10 minutos em agua
deionizada.

Ap6s o polimento, o eletrodo de grafite foi submetido a uma voltametria ciclica com
potencial elétrico entre +0 Va+12 Vev =250 mV.s" em solucdo de acido perclorico 0,50
mol.L ', visando a reducio de oxidos na superficie do grafite, de maneira a renovar e limpar a

mesma, além de padronizar e controlar a qualidade dos eletrodos.
3.3.7. Modificacao dos eletrodos de grafite com o nanomaterial

As solugdes foram previamente sonicadas para garantir a disper¢do do material e o

processo de gotejamento aconteceu como representado na Figura 16.
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Figura 16: esquema de gotejamento no EG.
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Secagem a 55°C por 15min

Modifica¢io com 45pL de material x

Ii'/l

Secagem a 55°C por 15min

Allquota de 25pL de
material

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)

3.3.8. Caracterizacio dos eletrodos modificados com sonda anidnica

(ferro/ferricianeto de potassio):

EG/OGrNpAu foi caracterizado por voltametria cilclica (VC), faixa de potencial -0,3
V a 07 V, v =50 mVs', usando sonda anidbnica de ferro/ferricianeto de potéssio
(K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s].3H,0, 5 mmol.L™', contendo 0,1 mol.L™! de KCI).

Foram testadas diferentes concentragdes de OGrNpAu, utilizando aliquotas de 15uL,

30 uL e 45 pL de uma solugdo aquosa do nanocomposito, 1mg/mL.
3.3.9. Interacio com a sonda NM1, imobilizacio e deteccao:

Gotejou-se 15 pL e 30ulL de OGrNpAu no EG. Em seguida, para a imobilizagdo da
sonda por adsor¢do fisica gotejou-se 18 uL da sonda de oligonucleotideo (NM1) sobre os
eletrodos modificados, deixou-se 15 minutos no vacuo, € 15 minutos na estufa a 37°C . A
superficie foi, entdo, lavada com tampéo fosfato (0,1 mol.L™, pH 7,0). A detec¢do foi realizada
por voltametria de pulso diferencial em tamp@o fosfato Na detec¢do foi monitorado os picos

de oxidagdo da guanosina e adenosina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

E possivel ter uma ideia das estruturas moleculares dos compostos sintetizados (Figura
17) com base em estudos feitos , como em LERF et al., 1998 e DIAS, 2015. Que possibilitam
uma nog¢do de como os grupos contendo oxigenio estdo conformados na folha de grafeno,
formando o oxido de grafeno. Além de onde ocorre a funcionalizagdo com a cisteamina e
posteriormente quando em um material reduzido, a decoragdo com nanoparticulas de ouro,
que possuem afinidade com o enxofre, ficando assim, preferencialmente ligadas nesse

elemento.

Figura 17: Estrutura quimica esperada do ¢xido de grafeno, éxido de grafeno
funcionalizado com cisteamina, e 6xido de grafeno reduzido decorado com nanoparticulas de

ouro.

OG reduzido e decorado com
nanoparticulas de ouro

Fonte: o autor (construido no programa ChemDraw®)
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4.1. Caracterizacio por técnica de espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier

A partir da previsdo das estruturas dos compostos sintetizados, espera-se algumas
vibragdes de determinadas ligagdes. Essas vibra¢des podem ser observadas por meio da
espectrocopia de absor¢do na regido do infravermelho. Para isso a Tabela 2 demonstra
algumas atribui¢des para as bandas de interesse que talvez sejam observadas nos espectros

infravermelho dos compostos sintetizados.

Tabela 2: Atribui¢cdes para os estiramentos de interesse para os compostos OG,

OGcis, OGeis*, OGrNpAu, e OGrNpAu*.

Atribui¢ao Frequéncia (cm™) Referéncia
vN-H 3.500 -3.070 MORAIS, 2016
vO-H 3600 - 3200 MORAIS, 2016

vC-S-H 2240-2260 MORAIS, 2016
vC=0 1760 — 1.710(ac. Carboxilico); 1750 — 1740 (esteres); 1740 — 1720 MORALIS, 2016
(aldeidos); 1720 — 1700 (cetonas); 1700 — 1630 (amidas)

V(C=C)anel 1600, 1580, 1500 e 1450 MORAIS, 2016
vC-N 1340 - 1250 MORAIS, 2016
vC-O 1420 e 1300 — 1200 (ac. Carboxilico); 1300 — 1050 (éster); MORALIS, 2016

1200- 1050 (alcool e fenol) e 1045
O(C=C)anel 900 - 675 MORAIS, 2016

Com o objetivo de caracterizar os compostos sintetizados, foi feita a espectroscopia no
infravermelho dos compostos OG, OGcis, OGcis*, OGrNpAu, e OGrNpAu* e os espectros

obtidos estdo representados nas figuras 18 e 19.
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Figura 18 : FT-IR obtidos em pastilha de KBr para A) OG, B) OGcis, C) OGrNpAu
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Figura 19 : ATR-FTIR para para E) OG; F) OGcis* ; G) OGrNpAu*; e H)

sobreposicdo de F, Ge E.
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Com base nas atribui¢des da Tabela 2 foi possivel interpretar os espectros no

infravermelho dos compostos sintetizados, atribuindo algumas bandas de interesse. Os

, : A . -1 . e -
numeros de onda ou frequéncia (cm™) com suas devidas atribui¢des estdo representadas na

Tabela 3.
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Tabela 3 : Frequéncias (cm™) correspondentes as principais bandas dos compostos

sintetizados e atribuigdes do espectro infravermelho.

° oG oG OGcis  OGceis®* OGrNpAu OGrNpAu*
S
E‘ (figura 18) (figura 19)
=
<
vN-H - - - 3207 - 3207
vO-H 3420 3194 3429 3127 3419 3197
vC-S - - 2352 - 2371 -
vC=0 1746 1712 1554 1628 1574 1725
1631 1607
- - - 1618
V(C=C)anel 1410 1406
- 1342
- - - 1347
vC-N
1238 1163
vC-0 1122 1056 1093 1038
1045 1036
O(C=C)ana 877 580 843 - 863 -

Observando as Figuras 18 e 19 e a Tabela 3, € possivel analisar as bandas de vibragdo
dos compostos em questdo. Para o OG, apesar de ter sido exatamente 0 mesmo composto
usado para os dois espectros, a andlise foi realizada em dias diferentes e em aparelhos
diferentes, foi observado que os valores de frequéncia variaram um pouco. Contudo, ambos
espectros apresentaram as bandas esperadas, na regido de 3600 - 3200 cm™ atribuida a
deformacdo axial de O-H indicando a presenca desse tipo de liga¢do na superficie da folha de
grafeno, apresenta também um pico de absor¢do na regido de 1700 cm™ referente a
deformagdo axial de C=0, duas bandas na regido de 1600-1580, 1500- 1450 cm™ referentes
a deformacdo axial de anel C=C, duas bandas na regido de 1400 — 1050 cm™ referente a
deformacdo axial C-O , e deformag@o angular fora do plano C=C de anel na regido de 900 -
675 cm™ (MORALIS, 2016 e SILVA, 2017).

O espectro do OGcis e OGeis*

, como esperado, observou-se as bandas do OG e

devido adi¢do de cisteamina no composto, esperava-se observar outras bandas no espectro.
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Essas bandas adicionais seriam da deformagdo axial N-H comumente observados em trés
picos em 3560, 3460 e 3400 cm™, referente ao grupo funcional amida, e deformagio axial C-
S-H na regido de 2240-2260 cm™. Dessa forma, foi possivel obervar nos espectros de OGcis e
OGcis* apenas o pico na regido de 3207 cm™ referente a deformagio axial N-H, os outros
picos ndo foram observados provavelmente por causa da larga e evidente banda da
deformacgdo axial O-H que pode ter acobertado os outros picos que deseja-se observar.
Contudo, apenas no espectro do OGeis foi observada a banda de deformacao axial C-S-H em
2352 cm’™ (MORALIS, 2016 e SILVA, 2017).

Para os compostos OGrNpAu e OGrNpAu* observou-se as mesmas bandas do OG,
pois apesar de ter ocorrido a reducdo do OG, ndo sdo eliminados todos os grupos contendo
oxigénio (SILVA, 2017). Além disso, a incorporagdo das NpAu ndo pode ser identificada de
forma direta pelo espectro do infravermelho, sendo assim, um espectro muito similar do
composto OGcis e OGcis*. As NpAu tendem a ficar proximas aos grupos provenientes da
cisteamina, por ter maior afinidade para ligar nesse composto. Provavelmente devido a isso, o
composto do OGrNpAu* ndo apresentou o a banda da deformagdo axial C-S-H, e o composto
OGrNpAu ndo apresentou a banda referente a deformacgdo axial N-H. Por outro lado, o
composto OGrNpAu apresentou a banda de deformagio axial C-S na regido de 3371 cm™ e o
OGrNpAu* apresentou a banda de deformagao axial N-H na regido de 3207 cm™.

O fato do ndo aparecimento de algumas bandas esperadas, ndo significa que as sinteses
ndo ocorreram como o esperado , que o OGecis e o OGceis* sdo compostos diferentes, assim
como OGrNpAu e OGrNpAu*. Apenas significa que outras técnicas de caracterizagcdo sdo
necessarias para esclarecer um pouco mais sobre esses compostos. Todavia, ndo se pode negar
o fato de que € curioso algumas bandas apresentarem valores tdo diferentes umas das outras

sendo supostamente 0 mesmo composto.
4.2. Caracterizaciio por microscopia de forca atdomica

Apoés realizar a espectroscopia na regido do infravermelho foi possivel atribuir
algumas bandas importantes dos compostos, a0 mesmo tempo que surgiram algumas davidas
pelo ndo aprecimento de outras bandas que se esperava aparecer. A microscoia de forga
atdbmica ndo vai poder explicar muito sobre esse fato de ndo aparecimento de bandas nos
espectros, por outro lado, vai poder dar uma no¢do de rugosidade dos materiais OG
comparados com OGrNpAu e OGrNpAu*. As andlises de AFM foram realizadas para os
compostos OG, OGrNpAu* e OGrNPAu, e estdo representadas nas figuras 20 e 21.
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Figura 20: AFM do composto OG em superficie de mica recém clivada.
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Figura 21: AFM dos compostos OGrNpAu (a) e OGrNpAu* (b) em superficie de

mica recém clivada.
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A Figura 20 mostra a imagem do AFM para o OG, os resultados mostram uma
estrutura laminar com as extremidades irregulares. Observou-se algumas linhas com
diferenciagcdo de cores no meio da estrutura, indicando diferen¢a na topologia. Isso ocorre

devido a folha do 6xido de grafeno possuir uma morfologia enrugada (SILVA, 2017).
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A Figura 21 (a) indica que o OGCis foi funcionalizado com as nanoparticulas, pois
observou-se estruturas esféricas dispersas de forma irregular em toda a folha do OG. Verifica-
se a diferenciacdo de cores em varios pontos da folha do OG, esses pontos referem a diferenga
na topografia da estrutura. A maior diferenca entre os vales ou cores ocorre nas extremidades,
isso pode ocorrer devido as carboxilas estarem localizadas nas extremidades do material.
Além disso, pode-se verificar as nanoparticulas no meio da folha do nanomaterial, isso pode
ocorrer devido a utilizagdo do citrato de sodio e principalmente do boroidreto de sodio como
agentes redutores que podem promover a reducdo das nanoparticulas sobre a superficie do
OG. Na Figura 21 (b), a topografia de OGrNpAu* ¢ semelhante ao OGrNpAu. Neste caso,
pode-se observar alguns pontos maiores no meio da folha do OGCis, isso pode ocorrer pois o
EDC pode ativar além das carboxilas, grupos hidroxilas.

Comparando as imagens da Figura 21 com a imagem da Figura 20 é possivel perceber
que sdo materiais bem diferentes. Porém, assim como a espctroscopia no infravermelho, ndo
dao certeza se o material OGrNpAu e OGrNpAu* s3o identicos. Contudo, indicam que

possuem uma topografia similar.

4.3. Estudo eletroquimico por voltametria ciclica

O objetivo da sintese do nanocomposito 6xido de grafeno reduzido e decorado com
nanoparticulas de ouro ¢ iniciar uma nova plataforma para constru¢do de um biossensor, o
inicio desses estudos acontece justamente com utilizagdo de técnicas eletroquimicas. Nesse
caso, foi realizada a voltametria ciclica de eletrodos sem modificacagdo e com modificagéo,
para mostrar como a presencga do nanocompoésito aumenta a area superficial do eletrodo. Esse
estudo ocorreu com o OGrNpAu e OGrNpAu* em solucdo aquosa de
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s.3H,0 5 mmol L™ contendo 0,10 mol L' de KCI, numa faixa de
potencial de -0. 2V a +0.7 V, a 50 mV s™ vs (Ag/AgCl). Para isso gotejou-se o material nos
eletrodos de grafite como descritos na parte experimental (item 3.3.7). Os voltamogramas

obtidos estio representados nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos descoberto (preto) e modificado
com 30 pL de OGrNpAu (vermelho) em solu¢do de K3Fe(CN)e/K4Fe(CN)g.3H,0 5 mmol L™
contendo 0,10 mol L™ de KCI. Velocidade de varredura 50 mV s,
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Figura 23: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos descoberto (preto) e modificado
com 30 ul. de OGrNpAu* (vermelho) em soluc¢do de K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s.3H20 5 mmol
L contendo 0,10 mol L™ de KCI. Velocidade de varredura 50 mV. s™.
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Observou-se que nas Figuras 22 e 23, o OGrNpAu e OGrNpAu* apresentou uma
melhora na conduc¢éo de corrente quando comparados com o padrao (EG), uma vez que houve
aumento nos valores de corrente facilitando a oxidagio do fon Fe™'. Isso pode estar
relacionado a propriedade do material em favorecer a oxidag@o da sonda redox bem como no
aumento da area superficial que o material promove na superficie do eletrodo.

Em seguida, foi realizada uma breve otimiza¢do da quantidade necessaria desse
material sobre a superficie do eletrodo. Os resultados foram monitorados por voltametria
ciclica e de pulso diferencial. Os voltamogramas obtidos estdo representados nas Figuras 24,

25e26.

Figura 24: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados com OGrNpAu
(Img/ml) 15 pL (verde), 30 pL (rosa) e 45 uL (azul) em solugdo de
K;3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s.3H,O 5 mmol L contendo 0,10 mol L' de KCI. Velocidade de

varredura 50 mV. s™.
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Os estudos na Figura 24, indicaram que o eletrodo de grafite modificado com 45 pL
da dispersdao de OGrNpAu obteve uma maior resisténcia quando comparado ao eletrodo de
grafite modificado com 30 L, isso porque o pico de oxidagdo ocorreu em potenciais maiores,

e o pico de reducdo ocorreu em potenciais menores. Apesar disso, os eletrodos modificados
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com 30 uL. e 45 pL obtiveram uma resposta melhor das propriedades eletroquimicas da
superficie de grafite frente ao par redox Fe(CN)s*/* do que o eletrodo modificado com 15 pL
de nanomaterial. A fim de observar com maior clareza qual concentra¢do apresentaria maior
atividade, repetiu-se o experimento para os volumes de 30 uL e 45 pL, sendo que o

voltamograma obtido esta representado na Figura 25.

Figura 25: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados com OGrNpAu 30 uL
(rosa), e 45 pL(azul); em solucdo de K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s.3H,0 5 mmol L contendo 0,10
mol L™ de KCI. Velocidade de varredura 50 mV. s™.
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Desta forma observou-se pela técnica de voltametria ciclica avaliando o par redox
Fe(CN)s*/* que nio foi significativa a diferenca de aumento de conrrente entre os volumes de
30 uL e 45 pL do material OGrNpAu (1mg/ml) gotejados nos eletrodos de grafite, gerando
assim um sinal semelhante a de 45 pL. porém com uma quantidade menor de material. Por

1sso, determinou-se que a concentragdo otima entre 15 pl, 30 uL e 45 pL seria a de 30 pL.
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4.4, Imobilizacio e deteccao da sonda NM1

O grupo de pesquisa (Laboratério de Filmes Poliméricos - LAFIP), onde foi
desenvolvido este trabalho, tém se dedicado a modificar quimicamente eletrodos, visando
gerar um ambiente favoravel para imobilizagdo de biomoléculas. Os eletrodos modificados
com sondas de DNA sdo genericamente, denominados biossensores de DNA ou
genossensores (MIKKELSEN, 1996).

Os biossensores, sdo dispositivos analiticos que incorporam algum elemento biolégico
(TURNER, 2013), capazes de produzir sinais mensuraveis que se relacionem a concentragio
do analito de interesse (KIMMEL ef al., 2012). Os biossensores combinam um sistema de
reconhecimento bioquimico a um transdutor, que converte esse evento de reconhecimento em
um sinal mensuravel (RAPP, GRUHL e LANGE, 2010). No caso dos dispositivos em que a
reagdo envolve a transferéncia de elétrons, tem-se os biossensores eletroquimicos. Nestes, o
transdutor converte a resposta do evento de reconhecimento bioldgico em um sinal elétrico
(WANG, 2006b)

A detecgdo de sequéncias especificas de bases em acidos nucléicos humanos, virais e
bacterianos vem crescendo de importancia no diagnostico de doengas (MIKKELSEN, 1996).
Sendo assim avaliou-se a imobilizaddo de uma sonda de DNA tiolada a fim de verificar a
melhor condi¢do de recobrimento do eletrodo de grafite modificado com o nanocomposito
(OGrNpAu). Além disso, esse expetimento nos permitiu verificar a melhor condig¢do para o
desenvolvimento de um genossensor, ja que a etapa de imobilizagdo da sonda biologica ¢
fundamental para o mesmo.

Desta forma, o eletrodo modificado com OGrNpAu foi sensibilizado com fragmentos
especificos para a bactéria Neisseria meningitidis (NM1) 5-TGTTGGGCAACCTGATTG-
SH-3" (1 umol.L™") e monitorado por voltametria de pulso diferencial. A Figura 26 mostra os
voltamogramas de pulso diferencial para os EG e EG modificados com 15 e 30 uL. OGrNpAu

e sensibilizados com a sonda especifica para meningite.
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Figura 26: Voltamograma de pulso diferencial (subtraido) da imobilizagdo da NM1
sobre os eletrodos modificados OGrNpAu 15 uL (verde), 30 uL (rosa), e do padrio OG
(preto). Eletrolito: tampao fosfato 0,1 mol L™ pH = 7,0; Amplitude =70 mV, V=30 mV s™".
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Pode-se observar (Figura 26) que a sonda NM1 foi imobilizada com eficiéncia sobre
as superficies EG e OGrNpAu. Foram identificados os picos de oxidagdo caracteristicos da
guanosina e adenosina em de +0,9V e +1,2V, respectivamente, em concordancia com a

literatura (LA-SCALEA; SERRANO e GUTZ; 1999) .

Os resultados mostraram ainda que o EG/OGrNpAu foi mais sensivel para a
imobilizagdo do NM1, uma vez que apresentou maiores valores de corrente de oxidagdo das
bases purinicas. Foi observado um aumento nos valores de corrente para o EG/OGrNpAu
quando comparado ao grafite descoberto. Isso pode ocorrer devido ao aumento de area
superficial que o nanomaterial promove sobre a superficie do grafite. Além disso, o grupo tiol
presente na sonda do DNA pode promover uma interagdo mais efetiva com as nanoparticulas
de ouro distribuidas sobre a superficie do eletrodo de grafite, favorecendo a imobiliza¢do. Em
adi¢do, a superficie modificada com 30 uL e 40 uLL do nanomaterial, foi mais sensivel para

incorporagdo da sonda, possivelmente devido ao aumento de area superficial.
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5. Conclusio

O presente trabalho permitiu um novo caminho a ser considerado para sintese de
compostos que necessitam promover ativagdo de carbonos de carbonila. As técnicas de
caracterizacdo utilizadas ndo foram suficientes para comprovar que ambas as rotas sintéticas
resultaram em um mesmo produto final, existindo a possibilidade do OGecis e OGeis* néo
serem iguais, consequentimente OGrNpAu e OGrNpAu* também ndo. Porém os estudos
eletroquimicos indicaram que OGrNpAu e OGrNpAu* sdo muito bons para a construgdo de
um biossensor, ja que quando a superficie dos eletrodos, aumentaram a area superficial do
mesmo, melhoraram a transferéncia do par redox, comparado aos eletrodos sem modificagio.

Além disso, foi possivel imobilizar uma sonda de DNA Neisseria meningitidis de
forma eficiente sobre o eletrodo modificado, por detec¢do direta sem a necessidade de um
indicador, sendo observado um aumento nos valores de corrente para 0 EG/OGrNpAu quando
comparado ao grafite descoberto.

O nanomaterial produzido e imobilizado sobre a superficie de grafite, mostrou-se
promissor para o desenvolvimento de sensores com DNA aplicados ao diagndstico de

doencas, monitoramento de contaminantes ambientais e analise de alimentos.

6. Perspectivas

Outras técnicas de caracterizagdo, como por exemplo a microscopia eletronica de
varredura, e a microscopia eletronica de transmiss@o poderdo ser realizadas para confirmar se
OGcis e OGeis* sdo 0 mesmo composto, e consequentemente OGrNpAu e OGrNpAu*.

Além disso, seria interessante realizar o mesmo experimento de imobilizagdo e
deteccdo direta da sonda como foi feito com o OGrNpAu, mas com o OGrNpAu* e testar a
performance deste sensor desenvolvido frente ao alvo especifico (oligonucleotideo alvo
complementar) e em amostras reais, visando uma detec¢do mais sensivel € com menor limite
de deteccdo e quantificagdo, visto que os biossensores representam uma alternativa rapida e

menos onerosa para detecgdo de compostos de interesse.
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