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RESUMO

Sistemas moleculares com alta sensibilidade e especificidade tém sido buscados em
eletroquimica. Para isso, procura-se inovacdo para o desenvolvimento de camadas auto
montadas. O objetivo de se modificar a superficie de um eletrodo é aumentar sua estabilidade
fisico-quimica e interacdo com um analito especifico. Neste ambito, sistemas hdspede-
hospedeiro sdo uma boa alternativa para tais sistemas. O uso de quantum dots em
eletroquimica tem aumentado consideravelmente, em vista as suas propriedades Opticas e
eletronicas. Os quantum dots sdo extensivamente estudados em suas propriedades Opticas, no
entanto, suas propriedades elétricas sdo deficientes de literatura rebuscada quando comparado
com o volume e qualidade da literatura existente sobre as propriedades dpticas. No presente
estudo, buscou-se desenvolver um sensor eletroquimico testado inicialmente com a
mangiferina (MGN), um composto quimico natural com amplo aspecto biol6gico, utilizando
eletrodo de ouro modificado com B-ciclodextrina (8-CD) e o quantum dot de estrutura nlcleo
casca, seleneto de cadmio/sulfeto de cadmio (CdSe/CdS). Esse sistema foi caracterizado
frente as propriedades eletroquimicas utilizando-se as técnicas de voltametria ciclica,
voltametria de pulso diferencial e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para
caracterizacdo frente as suas propriedades dpticas, utilizou-se espectroscopia de UV-Vis e
Fluorescéncia. Posteriormente, desenvolveu-se 0 sistema eletroquimico em um
microdispositivo microfluidico para a deteccdo de mangiferina. Conseguiu-se obter deteccédo
eletrogquimica pela técnica de voltametria ciclica na faixa de concentracio de 3 pmolL™? a
30 umolL™ de mangiferina faixa menor que a reportada em estudos anteriores, vale ressaltar
gue obteve-se pico de corrente maior; calculou-se a constante de interacdo pela derivada da
isoterma de Languimur obtendo-se um valor de 1,66 X 10° Lmol* enquanto que em estudos
anteriores a constante teve o valor de 7,75 X 10* Lmol™? ou seja um valor 2,15 vezes maior.
Utilizando a voltametria de pulso diferencial obteve-se detecgdo de 1 umolL™ a 30 umolL™.
Utilizando espectroscopia de UV-Vis houve um deslocamento da banda de 368 nm para 380
nm, ou seja para um comprimento de onda onde a energia necessaria € menor. JA na
espectroscopia de fluorescéncia em presenca de CdSe/CdS, houve um aumento de 8 vezes na
intensidade da banda quando comparado as analises realizadas na auséncia de CdSe/CdS. No
microdispositivo, obteve-se deteccdo eletroquimica na concentragdo de 50 pmolL™t de

mangiferina.

Palavras chaves: Quantum dot. Mangiferina. CdSe/CdS. p-ciclodextrina. Microssistema.



ABCSTRAT

Molecular systems with high sensitivity and specificity have been searched in
electrochemistry. Therefore, looking innovation in the development of self assembled layers.
The purpose of modifying the surface of an electrode is to increase its physical and chemical
stability and interaction with a specific analyte. In this context, host-guest systems are a good
alternative for such systems. The use of quantum dots in electrochemistry has increased
considerably, due to their optical and electronic properties. The quantum dots are studied
extensively in their optical properties, however, its electrical properties are deficient in
flowery literature when compared to the volume and quality of literature on the optical
properties. In the present study, we sought to develop an electrochemical sensor initially
tested with mangiferin (MGN), a natural chemical compound with broad biological aspect,
using gold electrode modified with B-cyclodextrin (B-CD) and the quantum dot core structure
bark, cadmium selenide/cadmium sulfide (CdSe/dS). This system was characterized opposite
the electrochemical properties using the techniques of cyclic voltammetry, differential pulse
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. For characterization front of their
optical properties, we used a UV-Vis and fluorescence. Subsequently, it was developed a
microfluidic electrochemical system for detecting microdevice mangiferin. We managed to
get electrochemical detection by cyclic voltammetry technique in the concentration range of
3 umolL? to 30 pmolL mangiferin smaller range that reported in previous studies, it is
noteworthy that we obtained higher peak current; was calculated at constant interaction by the
derivative of isotherm Languimur yielding a value of 1.66 X 10° Lmol, whereas in previous
studies was the constant value of 7.75 X 104 Lmol™* that is a value 2.15 times greater. Using
differential pulse voltammetry was obtained detection of 1 pmolL™? to 30 umolL™. Using UV-
Vis there was a shift in the band 368 nm to 380 nm, or a wavelength to which the required
energy is lower. In the fluorescence spectroscopy in the presence of CdSe / CdS, an increase
of 8 times the intensity of the band compared to the analyzes carried out in the absence of
CdSe / CdS. In the microdevice, electrochemical detection was obtained at the concentration

of 50 pmolL* mangiferin.

Key words: Quantum dot. Mangiferin. CdSe/CdS. B-cyclodextrin. Microsystem.
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1. INTRODUCAO

Os quantum dots (QD) (do inglés, em livre tradugdo para 0 portugués pontos
quéanticos) sdo nanocristais semicondutores que apresentam suas dimensGes na ordem de
nandmetros; e nesta escala de tamanho passam a exibir diferentes propriedades Opticas e
eletrénicas dependendo do confinamento quéntico da luz e de seus efeitos fotofisicos; sdo
investigados desde os primeiros estudos apds a sua descoberta (ZHAO et al., 2014,
DRADRACH, BARTKIEWICZ, MINIEWICZ, 2014; ZENG et al., 2015; JUHO et al., 2011;
CHENG et al., 2014). Particularmente, os espectros de absorcéo e emissdo de CdSe/CdS, bem
como o de qualquer QD, pode ser sintonizado de azul para vermelho no espectro
eletromagnético, dependendo do seu tamanho e da sua forma (DROZDOV et al., 2013;
LIANG-SHI et al., 2001). Isso os torna um material adequado para utilizacdo em sensores
quimicos e bioldgicos, especialmente como carreadores de drogas e imagiologia celular, a
memdria Optico de alta densidade, e exibe LED (DROZDOV et al., 2013; ROQUES-
CARMES et al.,, 2011; SHIRIN, RAMESH, SEIFALIAN 2011; JIN, HILDEBRANDT,
2012).

Nanocristais magicos (MSQDs) sdo quantum dots ultrasmall (ultra pequenos)
(USQDs) que apresentam propriedades fisicas melhores em compara¢do com 0s quantum dots
tradicionais. Esses MSQDs tém estrutura estavel termodinamicamente, amplo espectro de
emissdo, eficiéncia quéntica de fluorescéncia e absortividade molar maior do que QDs
tradicionais (BERI et al., 2011, CHEN, SAMIA, BURDA, 2005) e luminescéncia altamente
estavel em culturas de células uterinas (SILVA et al., 2013). Silva et al. (2013) demonstraram
que estas MSQDs sdo vantajosas na area bioldgica (SILVA et al., 2013) e, além disso, é
possivel controlar a citotoxicidade em funcéo do efeito de superficie (SILVA et al., 2014).
Portanto, a fim de verificar a aplicabilidade dessas MSQDs em dispositivos, neste trabalho,
nos investigamos o comportamento eletroquimico de CdSe/CdS MSQDs ponto quantico
livres em meio aprotico utilizando eletrodo de carbono vitreo e imobilizado em um eletrodo
de ouro modificado com ciclodextrina automontados em monocamada.

A eletroquimica dos QDs mais estudados sdo, em particular, 0s nanocristais de CdSe
e CdTe, porém em menor grau se comparado aos estudos das propriedades dpticas. Medidas
voltametricas podem ser utilizadas para sondar os niveis redox disponiveis para 0S
nanocristais, que é uma peca de informacdo muito valiosa se estes sistemas estdo envolvidos
em processos de transferéncia de elétrons. Dados eletroquimicos também podem favorecer a

interpretacdo das propriedades espectroscopicas de QDs e dar informagdes detalhadas sobre
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as suas propriedades, composicao e dimensdo de superficie. Assim, métodos eletroquimicos
constituem, em principio, uma ferramenta eficaz para investigar a qualidade das amostras de
QD em termos de pureza, tamanho e defeitos de superficie (AMELIA et al.,, 2012;
PINWATTANA et al., 2010; DEBGUPTA, SHINDE, PILLAI, 2012).

Métodos eletroquimicos séo técnicas sensiveis de detec¢do, e em combinagdo com 0s
quantum dots, j& foram utilizadas para inumeras aplicagdes, tais como substrato imobilizado
em eletrodos de carbono vitreo (YANG et al., 2015, MAZLOUM-ARDAKANI et al., 2015)
e/ou modificacdo da superficie de eletrodos de ouro (LI et al., 2012). Em especial,
monocamadas automontadas de derivados de ciclodextrinas tioladas foram frequentemente
preparados para a construcdo de sistemas de modelos de receptores de membrana e sensores
quimicos (PINWATTANA et al., 2010) e complexos de incluséo de ciclodextrina imobilizado
na superficie do eletrodo de ouro com varios compostos foi investigado pela voltametria
ciclica (CHOI et al., 2005).

O carreamento de drogas a base de nanoparticulas emergiu como uma abordagem
promissora para melhorar a eficAcia dos medicamentos existentes e possibilitar o
desenvolvimento de novas terapias. Muitos estudos tém demonstrado o potencial desses
sistemas para alcangcar uma toxicidade reduzida das drogas, a melhoria da bio-disponibilidade,
aumento dos tempos de circulacdo, liberacdo controlada das drogas, e direcionamento de
nanoparticulas fluorescentes “pontos quéanticos" tém sido discutidos como potencial veiculo
de carreadores de drogas com possivel reducdo da sua inerente toxicidade antes da aplicacédo
clinica (PROBST et al., 2013; ADELI et al., 2011; TANG et al., 2013).

Dessa forma, neste estudo relatamos sobre a inclusdo de um complexo de
mangiferina (MGN), um composto natural antioxidante, com B-ciclodextrina por voltametria
ciclica utilizando uma monocamada auto organizada de B-ciclodextrina e um QD de estrutura
nucleo-casca imobilizado na superficie de um eletrodo de ouro. Para analisar a possibilidade
desse sistema ser usado como plataforma de fluorescéncia/eletroquimico para a criacdo de
nanocarreadores, esse modelo pode ser aplicado para aplicacdes de entrega de drogas, pois
estes nanocristais sdo bons biomarcadores moleculares (FONTES, SANTQOS, 2014).

Geralmente, tais sistemas sdo utilizados com analises em solu¢do ou sistemas
moleculares em sanduiche. No presente trabalho, foi desenvolvido um sensor com o QD

imobilizado na superficie do eletrodo de ouro.
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1.1 Mangiferina

A mangiferina, que ¢ a molécula modelo utilizada para analisar a influéncia do QD,
(Figura 1) (2-p-D-glicosil-1,3,6,7-tetraidroxixantona) ¢ uma C-glicosilxantona que ocorre
naturalmente em muitos vegetais e principalmente na Mangifera indica L. (nome comum:
mangueira), cujo fruto é a manga. Mangifera indica L., é uma planta muito utilizada na
medicina tradicional da india com um amplo nimero de a¢des farmacoldgicas. E ¢ justamente
este 0 interesse que ela desperta na comunidade académica, por suas prorpiedades
farmacoldgicas; a mangiferina exerceu atividade antidiabética em ratos, diminuindo a
resisténcia a insulina. A mangiferina € um 6timo antioxidante que atua sequestrando o anion
radical superdxido (O2™) e com isto pode se tornar Util no tratamento de desordens
imunopatologicas caracterizadas pela producdo em excesso de NO/O;™, que resultam em
doencas inflamatérias. Logo, a mangiferina pode ser utilizada na prevencédo de carcinogénese,
inibindo o crescimento de tumores ou proteger contra doengas auto-imunes (FERREIRA,
2009).

Figura 1: Estrutura molecular da mangiferina

HO

HO O

Mangiferina

Fonte: elaborado pelo autor, 2016.

Em um estudo realizado por NA et al 2015, um grupo de pacientes com sobrepeso
receberam 150 mg por dia durante 12 semanas. Foi notado que houve uma reducdo dos niveis
de triglicerideos, colesterol e diminui¢do da resisténcia a insulina (NA et al., 2015). Em um
outro estudo, Zhang et al (2014) chegou a concluséo de que a mangiferina é um ativador do
elemento de resposta antioxidante, fator nuclear 2 (Nrf2), conferindo inibicdo ao estresse

oxidativo causado por farmacos utilizados no tratamento contra o cancer (ZHANG et al.,
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2015). Estudos na parte de ciéncias da satde buscam aprimorar as propriedades farmacéuticas
da mangiferina — existe a possibilidade de, no futuro, ela ser muito utilizada por suas

prorpiedades farmacolodgicas, sendo assim, ela foi escolhida como a nossa molécula modelo.

1.2 Ciclodextrina

A busca por sistemas moleculares de reconhecimento hdspede-hospedeiro como
calixarenos e ciclodextrinas (MAEDA et al., 1997) (Figura 2) tem crescido e tais sistemas
estdo sendo aplicados com sucesso em sensores quimicos devido a sua étima estabilidade
fisico-quimica, pela possibilidade ampla de aplicagdes e por levar a construcdo de dispositivos
de baixo custo (BOUZITON et al., 2006; BOUZITON et al., 2007). Particularmente, as
ciclodextrinas (CDs) tém surgido como um tipo de molécula ideal para esta busca, devido a
sua cavidade molecular extremamente bem definida e a sua capacidade de acomodar uma
variedade de moléculas héspedes (BOUZITON et al., 2007). FERREIRA (2009) estudou a
encapsulacdo de mangiferina com eletrodos modificados com ciclodextrina e obteve um

sensor altamente seletivo e eficiente para o tal composto (FERREIRA, 2009).

Figura 2: p-ciclodextrinas
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Fonte: elaborado pelo autor, 2016.

As ciclodextrinas sdo oligbmeros ciclicos de glucose. Esses oligossacarideos ciclicos

tém baixa toxicidade em animais e seres humanos. As ciclodextrinas sdo utilizadas em
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aplicagdes farmacéuticas para fins diversos, incluindo o carreamento de drogas. Devido ao
grande numero de grupamento hidroxila nas ciclodextrinas, elas sdo soltveis em &gua e o seu
interior é relativamente apolar, isso cria um microambiente hidrofébico. As ciclodextrinas tém
o exterior hidrofilico e o interior da cavidade hidrofdbica, essas propriedades sdo responsaveis
por sua solubilidade em agua e capacidade de encapsular por¢des hidrofobicas dentro de suas
cavidades; a incorporacdo de moléculas hospedes em complexos de inclusdo de ciclodexrinas
em meio aquoso tem sido a base para a maioria das aplicacbes farmacéuticas (DAVIS,
BREWSTER, 2004).

1.3 Interacéo entre Mangiferina e p-Ciclodextrina

A mangiferina possui uma baixa solubilidade em &gua e as ciclodextrinas interagem
(encapsulam) com compostos pouco sollveis em agua, aumentando assim a sua solubilidade e
disponibilidade em meio aquoso (FERREIRA 2009; DAVIS, BREWSTER 2004; GOMEZ-
ZALETA et al., 2006; BREWSTER, LOFTSSON, 2007).

Com o intuito de investigar o sistema de complexagdo MGN - 3-CDSH, FERREIRA
e colaboradores (2010) utilizaram a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
pois esta técnica € muito Gtil em investigar e desvendar a estequiometria e a estabilidade de

complexos pois permite observar diretamente e detalhadamente nucleos individuais da

estrutura e dinamica do sistema. Os resultados obtidos deste estudo indicam que a incluséo de
MGN na cavidade de B-CDSH ocorre através do grupo aromético (FERREIRA et al 2010;
FERREIRA et al 2013).

Figura 3: Interacdo entre mangiferina e -ciclodextrina

Fonte: elaborado pelo autor, 2016.
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1.4 CdSe/CdS

Quantum Dots sdo nanocristais semicondutores que exibem propriedades da
mecanica quantica. Por possuirem propriedades oOpticas e eletrdnicas Unicas, determinadas por
seus efeitos de confinamento quantico, tém sido objeto de extensas investigacOes e buscas de
aplicacbes em diferentes areas da ciéncia e da tecnologia nas Ultimas duas décadas. O
comportamento eletroquimico dos QDs, particularmente para CdSe e CdTe, tem sido pouco
explorado, em comparacdo as propriedades oOpticas. Medidas voltamétricas podem ser
utilizados para sondar os niveis redox disponiveis para 0s nanocristais. As analises
eletroquimicas podem trazer um aprofundamento na interpretacdo das propriedades
espectroscopicas de QDs e dar informacGes detalhadas sobre a sua composicdo quimica,
dimensdo, e as propriedades da superficie. Uma vez que tais respostas sdo alteradas pela
composic¢do, dimenséo e defeitos na superficie do QD (AMELIA et al., 2012).

Um escudo inorganico de um segundo composto semicondutor no nucleo dos
nanocristais remove as descontinuidades e defeitos na superficie do nudcleo e protege-o da
interacdo com o0 meio ambiente. Esses pontos quéanticos de nucleo-revestimento geralmente
apresentam melhores propriedades fisico-quimicas e estabilidade — tais compostos sdo
chamados de core-shell ou nucleo-casca (DABBOUSI et al., 1997; HINES, GUYOT-
SIONNEST, 1996).

QDs tém sido utilizados para estudos diversificados em aplica¢6es biologicas, como
a rotulagem celular, deteccdo genémica, sensores opticos, bioimaging (imagem de exames) e
assim por diante (WANG et al., 2011). Wang et al, estudou a interacdo de CdSe/CdS com
dsDNA e ssDNA.

Estruturas compdsitas de materiais semicondutores em escala nanométrica sdo
utilizadas em muitas aplicag6es: tais como células solares, fotodetectores, sensores de gases,
entre outros. Os QDs, por absorverem a luz de forma eficaz nas regides espectrais do visivel e
do infravermelho, podem ser utilizados como sensibilizadores, amplificadores de sinal, em
tais estruturas. Isso acontece por que os QDs possuem a capacidade de transferir elétrons
fotoexcitados com um gap largo onde séo incorporados. As caracteristicas espectroscépicas
dos QDs podem ser sintonizadas em uma ampla faixa de varia¢do do seu tamanho e forma
(MA, MEWS, KIPP, 2013). Drozdov e colaboradores, em 2013, estudaram os efeitos da
fotocondutividade de SnO: nanocristalino sensibilizados com CdSe/CdS, para examinar o
efeito da espessura da casca sobre a eficiéncia de transferéncia de carga entre 0s nanocristais
em uma matriz (DROZDQV, et al., 2013).
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No presente estudo, foi utilizado a estrutura de ndcleo-casca CdSe/CdS (Figura 4)
sintetizado conforme o procedimento descrito por SILVA, et al. (2013); SILVA, et al. (2014).
Tal composto foi gentilmente cedido pelo laboratério de materiais semicondutores do instituto
de fisica da Universidade Federal de Uberlandia. Para caracterizar o QD, foram utilizadas as
técnicas de espectroscopia de UV-vis, espectroscopia Raman, microscopia de forca atdbmica e
difracdo de raios X. J& existem modelos matematicos bem definidos que correlacionam o
resultado dessas técnicas com o tamanho dos nanocristais (SILVA, et al., 2013; SILVA, et al.,
2014). O composto cedido tinha 1,6 nm de didametro de CdSe recoberto com uma casca de 0,8
nm de CdS (SILVA, et al., 2013; SILVA, et al., 2014).

Figura 4: CdSe/CdS.

Cds

Fonte: Adaptado de SILVA, et al., 2014.

1.5 Eletrodos modificados com monocamadas auto organizadas

O interesse por eletrodos quimicamente modificados tem aumentado nos ultimos
anos, esses eletrodos contém espécies quimicamente ativas imobilizadas em sua superficie e
passam a ser chamados de sensores. Quando se modifica a natureza fisico-quimica da
superficie de um eletrodo o objetivo € aumentar a reatividade e seletividade para um analito
em especifico. Nesse ambito, busca-se desenvolver sensores para diversas aplicacdes em

reacOes organicas e inorganicas, bem como aumentar a transferéncia de elétrons entre as
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espécies envolvidas, resultando assim, em um sinal de corrente maior e consequentemente
aumentando a sensibilidade e gerando uma resposta melhor que os eletrodos convencionais,
ou seja, sem modificacdo (FERREIRA, 2009; PEREIRA, SANTOS, KUBOTA, 2002). Logo,
tem-se estudado exaustivamente para desenvolver sensores que ndo sejam apenas sensiveis,
seletivo e confiavel, mas também simples, pratico e econdmico em campos biol6gicos,
farmacolégicos e toxicologicos (HUANG, et al., 2014).

As ciclodextrinas possuem uma boa estabilidade fisico-quimica e tem um cavidade
muito bem definida que pode acomodar uma variedade de compostos organicos e outras
moléculas (BOUZITOUN et al., 2007). FERREIRA et al 2009, desenvolveu um sensor com
B-ciclodextrina imobilizada em sua superficie para uma melhor deteccdo de mangiferina; a
grande complexidade deste tipo de experimento € justamente conseguir ancorar com
organizacdo as ciclodextrinas em um eletrodo, para isso na maioria das vezes recorre-se ao
eletrodo de ouro visto que o ouro é capaz de formar ligagdes covalentes com grupos
organicos. Para tal objetivo modifica-se as ciclodextrinas com grupos organo-tiélicos (SH).

Varios estudos descrevem as aplicac6es de ciclodextrinas com os grupos tidlicos para
imobilizar a superficie do eletrodo de ouro e como técnica de deteccdo para espécies
organicas eletroativas como: dopamina, acido Urico, acido ascérbico, catecol; a voltametria
ciclica e de pulso diferencial (AGUILERA-SIGALAT et al. 2013; MEDINA-SANCHEZ et
al. 2014). Sendo assim, procura-se direcionar os estudos para desenvolver monocamadas auto
organizadas que sdo desenvolvidos por imersdo do eletrodo em solugdes dos compostos em
questdo; ao formar tais monocamadas procura-se organiza-las o0 maximo possivel pois assim
obtém-se uma melhor resposta (FERREIRA, 2009). Para formar camadas auto organizadas os
grupamentos organicos mais empregados e estudados sdo os tidis e os alcanotidis sobre a
superficie do eletrodo de ouro, porque a estabilidade da ligacdo Au-SR ocasiona/gera uma
estrutura extremamente ordenada (FERREIRA, 2009).

Monocamadas auto organizadas proporcionam um meio para a sensibilizacdo
molecular sobre uma superficies bio-inerte com funcdes especificas; logo, técnicas para
desenvolver monocamadas auto organizadas sobre eletrodos de ouro, tornaram-se 0 objetivo
de muitos estudos recentes. As monocamadas auto organizadas estdo sendo constantemente
aplicadas em camadas de imobilizacdo para o reconhecimento molecular de compostos
especificos através de técnicas eletroquimicas, como por exemplo biossensores baseados em
microbalanca de cristal de quartzo, bem como para a modificacdo da superficie de varios
biomateriais. Portanto, metodologias de imobilizagio em monocamadas auto organizadas,

particularmente aqueles de alcanotiois sobre eletrodos de ouro, tornaram-se o objetivo de
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muitas pesquisas. Tem sido relatado o desenvolvimento de monocamadas auto organizadas
com grupamentos organicos funcionalizados com alcanotiois terminais em eletrodo de ouro
para modular a ligacédo de células dependente de matriz extracelular e para o neurotransmissor
dopamina (DING et al., 2005).

Uma monocamada auto organizada com grupamentos terminais de acido
mercaptocarboxilico em eletrodos de ouro foi utilizada para detectar o neurotransmissor
dopamina, isso deixa claro que uma monocamada auto organizada com 4cido
mercaptocarboxilico € uma base boa para a imobilizacdo de biomoléculas. Monocamadas auto
organizadas funcionalizadas com grupamentos terminais de: CHs, OH, COOH e NH> podem
alterar o dominio de ligagdo e de especificidade (DING et al., 2005).

DING e colaboradores (2005) estudaram a passagem de corrente com Varios
comprimentos de cadeias diferentes utilizando alcanotidis terminados em carboxilo,
incluindo:  &cido  4,4-ditiodibutirico  ([-S(CH2)sCOOH],, 4-DTBA), 4acido 11-
mercaptoundecandico (HS(CH2)10COOH, 11-MUA), e &cido 16- mercaptohexadecanoico
(HS(CH2)15COOH, 16-MHA).

A automontagem é um dos métodos mais eficientes e utilizados para a sintese,
funcionalizagdo e aplicacdo de nanomateriais em substratos condutores. Sistemas moleculares
automontados em superficies sélidas sdo fornecidos pela interacdo especifica entre as
moléculas e o substrato. Um exemplo de fenémenos de automontagem é a formacdo de
monocamadas de moléculas organicas em superficies. Essas monocamadas automontadas na
superficie de um metal ou de um eletrodo semicondutor, quando feitas, sdo sintetizadas para
melhorar o potencial eletroquimico dos materiais modificados (MAZLOUM-ARDAKANI et
al., 2015).

Técnicas eletroquimicas tém inimeras vantagens para uso em desenvolvimento de
biossensores por serem, relativamente baratas, consideravelmente simples e adequadas para a
instrumentacdo com potencial de ser miniaturizavel com baixo consumo de energia
(PINWATTANA et al., 2010). A combinagdo das técnicas eletroquimicas associadas com a
nanotecnologia fornece plataformas eletroquimicas/fluorescentes muito adequda para o
avanco no desenvolvimento de biossensores extremamente sensiveis e especificos. Um
exemplo pratico disto sdo os processos de amplificacdo de sinal e consequentemente maior
limite de deteccdo que tém sido relatados para aumentar a intensidade do sinal
eletroquimico/fluorescente e levar a bioensaios ultrassensiveis. Os quantum dots ganharam

grande interesse para ensaios bioanaliticos, imagens de células, carreamento de drogas e em
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animais in vivo de segmentacdo devido as suas propriedades Unicas dependente do tamanho
(DU et al., 2008).

Sistemas baseados na utilizacdo de quantum dots sdo extensivamente estudados para
aplicacdes em areas bioldgicas e da saude, devido ao seu tamanho e consequentemente
controlavel emissdo do comprimento de onda, fotoluminescéncia de altamente definida e boa
estabilidade fisico quimica. Nesse campo, CdSe quantum dots sempre foram objeto de intenso
estudo por causa de suas propriedades luminescentes e custo relativamente baixo. Apesar do
potencial sucesso dos quantum dots em aplicacbes biologicas, eles possuem pouca
biocompatibilidade comparando com outros amplificadores de sinais convencionais, 0 que
limita as aplicacfes de quantum dots em bioanalises. Portanto, é importante explorar métodos
eficazes para melhorar e aprimorar a biocompatibilidade dos quantum dots (WANG et al.,
2012).

Por uma questdo de suas 6timas propriedades épticas e eletrdnicas, e a depender de
uma boa sintese possuir uma boa estabilidade fisico quimica (SILVA et al., 2013; SILVA et
al., 2014), sensores baseados em QDs atingiram um nivel consideravel de sofisticacdo e sdo
promissores para aplicagdes em analises com matrizes reais. Embora a maioria dos sistemas
investigados dependam de transducdo Optica (DROZDOV et al., 2013; DRADRACH,
BARTKIEWICZ, MINIEWICZ, 2014; CHEN, et al., 2014; ZHAO et al., 2014), alguns
exemplos com base em sinais eletroquimicos foram também relatados (DU et al., 2008;
PINWATTANA et al., 2010; HUANG et al., 2013).

Exemplos de sensores baseados em QDs, que operem somente e exclusivamente
através da eletroquimica, sdao raros na literatura — isso se deve por causa das dificuldades
associadas com experimentos eletroquimicos em nanocristais semicondutores, como discutido
anteriormente, baixa solubilidade etc, sendo assim eles na maioria das vezes tem que estar
ancorado a compostos organicos (cadeia carbonilica). Logo, ndo é de estranhar que a maioria
dos sensores eletroquimicos que exploram as propriedades dos quantum dots, 0s nanocristais,
sejam um componente integrado, capaz de aumentar o sinal eletroquimico, em vez de explorar
a resposta eletroquimica do quantum dot isoladamente. Tais sensores sdo normalmente
utilizados para detectar moléculas com atividade bioloégica (DU, et al., 2008;
PINWATTANA, et al., 2010; AMELIA, et al., 2012; HUANG, et al., 2013).

Com o intuito de detectar dopamina, HUANG e colaboradores (2014) desenvolveram
uma metodologia para auto montar uma monocamada auto organizada de nanoparticulas de
ouro em um eletrodo de carbono vitreo. Porém uma das etapas de tal metodologia consiste em

deixar o eletrodo dentro de uma estufa a 60 °C por 30 minutos. Tal desvantagem € o fato de
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que com o passar do tempo esse tipo de procedimento acaba degradando o eletrodo, pelo fato
do material dilatar e contrair constantemente.

Para desenvolver um biossensor para detectar neutravidina, DU e colaboradores
(2008) fizeram uma camada organizada de cisteamina no eletrodo de ouro para entdo depois
fazer outra camada de biotina, para identificar CdTe funcionalizado com neutravidina. Depois
por uma dissolucio os ions de Cd*? foram detectados. Pela facilidade da biotina em
reconhecer a neutravidina, as moléculas acopladas ao CdTe obtiveram uma melhor interacéo
que as ndo acopladas mostrando, assim, que os QDs tém um amplo poder de aumentar o
limite de deteccdo (DU et al., 2008). Uma metodologia de andlise semelhante foi
desenvolvida por PINWATTANA e colaboradores (2010), com o intuito de detectar albumina
bovina fosforilada que demonstrou um melhor nivel de deteccdo quando comparado ao
método convencional de ELISA.

HANSEN e colaboradores (2006) imobilizaram aptameros tiolados, sobre a
superficie de um eletrodo de ouro e, apds isso, colocaram proteinas marcadas com QD para
gue as moléculas conjugadas fossem atraidas afim de monitorar o deslocamento da transducéo
dos sinais eletroquimicos dos QDs. Tais transducdes eletroquimicas das interacbes aptamer-
proteina foram extremamente atraentes para atender a baixa poténcia, tamanho e custo que
sdo requisitos dos sistemas de diagnostico descentralizadas. Se comparados aos ensaios em
sanduiche, onde mais de uma etapa é realizada para detectar os compostos a alta
sensibilidade, é um reflexo do elevado numero de moléculas dos QDs em cada proteina
(HANSEN et al., 2006).

FERREIRA (2009) desenvolveu uma metodologia para a deteccdo de mangiferina
utilizando B-CDSH. Foi utilizado o eletrodo de ouro, utilizou também &cido
11-mercaptoundecandico (11-MUA) para cobrir as vacancias e isolar areas de contato
diretamente com o ouro. Com base nessa metodologia e com tudo que foi anteriormente
exposto, resolveu-se associar a capacidade de encapsulamento das f-CD com as propriedades
fotbnicas dos QDs e modificar a superficie de um eletrodo de ouro com 2-aminoetanaotiol
(HSCH2CH2NHy), &cido 11-mercaptoundecandico (HOOC(CH2)10SH, MUA), CdSe/CdS e f3-
CDSH.
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1.6 Eletroquimica

1.6.1 Meétodos eletroquimicos

Anadlises eletroquimicas sdo geralmente empregadas para estudar a energia dos niveis
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital, em livre traducdo para o portugués orbital
molecular ocupado de mais alta energia) e LUMO (lowest unoccupied molecular orbital, em
livre traducdo para o portugués orbital molecular desocupado de mais baixa energia) de
espécies moleculares eletroativas. Também fornecem informagcbes sobre a cinética de
transferéncia de elétrons e dao acesso a outros parametros, como por exemplo: coeficientes de
difusdo, propriedades superficiais do material em questdo, constantes termodindmicas e
cinéticas das reacdes ligadas aos processos de oxirredu¢do. Uma caracteristica importante dos
métodos eletroquimicos, e de crucial importancia para o estudo dos QDs, é a capacidade de
sondar a superficie do material, uma vez que as medicBes espectroscopicas estdo geralmente
relacionadas aos processos que ocorrem no interior do analito, ou seja transi¢do eletrénica
(Figura 5). Nesse ambito, as andlises eletroquimicas relacionadas as analises espectroscopicas
podem fornecer informacédo sobre as bandas de conducéo e de valéncia do material. Por isso,
métodos eletroquimicos representam um complemento poderoso para as técnicas de
caracterizacdo padrdo de QDs (AMELIA et al., 2012).

MA, MEWS e KIPP (2013) determinaram os niveis de energia eletrdnica para
CdTe/CdSe e CdSe/CdTe com diferentes espessuras de casca. Para isso, utilizaram medidas

espectroscopicas, eletroquimicas e modelagem computacional.

Figura 5: Representagdo das diferentes habilidades das anélises espectroscopicos e eletroquimicas para o
estudo de nanopatrticulas.

Superficie

Eletrodo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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1.6.1.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica muito usada para obtencao
de informacdes qualitativas e principalmente mecanisticas sobre os processos eletroquimicos,
por causa de sua facilidade de aplicacdo e interpretacdo tornou-se uma das principais técnicas
ndo espectrométricas mais empregadas, inclusive por ndo eletroguimicos, ela também
quantifica compostos eletroativos porém com uma sensibilidade menor se comparada a
voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada (PACHECO et al., 2013).

A técnica de voltametria ciclica gera gréafico de corrente (1) vs potencial (V),
denominado voltamograma ciclico, no qual a intensidade da corrente obtida pela transferéncia
de elétrons durante um processo de oxirreducdo geralmente relaciona a
quantidade/concentragdo do analito eletroativo presente na interface do eletrodo e
consequentemente, na cela eletroquimica (PACHECO et al., 2013).

Para obtencdo do voltamograma, o potencial inicialmente aplicado (Einicial) € aquele
no qual nenhuma reducdo ocorre. Com a variacdo de potencial para regiGes mais negativas
(catddica) ocorre a reducdo do composto em solucdo, gerando um pico de corrente (pico
catddico) proporcional a concentracdo desse composto. Quando o potencial alcangca um valor
no qual nenhuma reacdo de reducdo ocorre, 0 potencial é varrido no sentido inverso até o
valor inicial. No caso de uma reacdo reversivel (Figura 6), os produtos que tiverem sido
gerados no sentido direto (reducdo) e se localizam ainda proximos a superficie do eletrodo
serdo oxidados, gerando um pico (pico anddico) simétrico ao pico da reducdo. O ciclo pode
ser repetido quantas vezes forem necessarias (HARRIS, 2001; BRETT, BRETT, 1996;
SKOOG, 2006).
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Figura 6: Voltamograma ciclico para um sistema reversivel de KsFe(CN)s a 6 mmol L™* e KNOs a 1 mol L,
com destaque para 0s parametros mais importantes.

Catédica
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Anddica
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Fonte: SKOOG, 2006

Existem basicamente dois tipos principais de reacdes que podem ocorrer no eletrodo,
a transferéncia difusional de massa do analito para a superficie do eletrodo e a transferéncia
heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo; pode ainda ocorrer reagcdes quimicas
paralelamente a alguns destes processos, sendo assim 0s sistemas sdo
classificados/denominados como: reversiveis, irreversiveis e quase-reversiveis (PACHECO et
al., 2013).

Em um sistema eletroquimico que opera de modo reversivel, a velocidade da reacdo
de transferéncia de carga é alta e somente a etapa de transferéncia de massa controla o
processo. Nesse tipo de sistema eletroquimico, o voltamograma de varredura na direcéo
catddica e anddica originam 0 mesmo numero de picos e no mesmo local, ou seja onde entra
tambem sai elétrons. Os sistemas eletroquimico irreversiveis sdo caracterizados por possuirem
uma corrente controlada somente pela transferéncia de carga do analito. Esse tipo de reacéo, a
velocidade de transferéncia de carga do analito, é lenta quando comparada a velocidade de
varredura (v), sendo assim, as concentragdes das espécies oxidadas e/ou reduzidas ndo sdo
somente fungdes do potencial. Nesses sistemas eletroquimicos ndo ha pico reverso (BRETT,
BRETT, 1996; PACHECO et al., 2013).
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Em um sistema eletroquimico quase-reversivel, a corrente é controlada pela
transferéncia de massa e pela transferéncia de carga. Esses sistemas eletroquimico s&o
reversiveis a baixas velocidades de varredura e irreversiveis em altas velocidades de
varredura, logo; o processo quase-reversivel é acontece em valores de velocidade de varredura
intermediérios. Nos sistemas eletroquimicos quase-reversiveis ha uma separacdo crescente
entre Epa (potencial de pico anddico) e Epc (potencial de pico catédico) quando ocorre o
aumento da velocidade de varredura, ou seja, o valor de AEp (diferenca entre o potencial de
pico anodico e o potencial de pico catdédico) aumenta juntamente com o aumento da
velocidade de varredura (BARD, FAULKNER, 2001; PACHECO et al., 2013). A Tabela 1
mostra os testes diagndsticos que devem ser aplicados para classificar um determinado

sistema eletroguimco.

Tabela 1: Testes diagnosticos em VC para 0s processos reversiveis, irreversiveis e quase-reversiveis.

Processo reversivel Processo irreversivel Processo quase-reversivel

1 |lpalloe| = 1 1. Auséncia do pico reverso 1. |lpa/lpc| =1, se a=0,5

2. AE =59/n (mV) 2. lpcocyt? 2. lpeoxv

3. Ep independe de v 3. Ep independe de v 3. Epc diminui com o aumento de v
4. 1, depende de v 4. |Ep/Epz| = 48/0n (mV) 4. AE > 59/n (mV) e aumenta com V.
5. lpocvY?

Fonte: SANTOS, 2014

No presente trabalho a voltametria ciclica foi utilizada para caracterizar o sistema
eletroquimico/fluorescente, pois no desenvolvimento da monocamada auto organizada a cada
composto ancorado no eletrodo de ouro fazia-se uma varredura para analisar o
comportamento eletroquimico das espécies envolvidas. Terminada a caracterizacao

eletroquimica foi realizada a quantificacdo do analito em ordem crescente de concentracao.

1.6.1.2 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica eletroanalitica, mais
sensivel, e apresenta limites de detecgdo significativamente menores se comparado com a
voltametria ciclica (PINWATTANA et al., 2010; MEDINA-SANCHEZ et al., 2014), devido
a uma melhora da corrente faradaica ou uma diminuicdo na corrente de carga ndo-faradaica na

VPD. Na VPD escolhe-se uma faixa de valor de potencial onde normalmente ndo ocorre
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reacdo faradaica, e aplica-se no eletrodo. A partir dessa faixa de potencial, aplicam-se
pequenos pulsos de amplitude crescentemente, sendo que o aumento de amplitude é
rigorosamente constante, a corrente € medida no fim de cada pulso e o resultado final é o
somatorio dessas correntes (BRETT, BRETT, 1996; SKOOG, 2005).

A corrente é quantificada instantaneamente antes da aplicacdo do pulso e registra-se
a diferenga entre as duas correntes — isso diminui a interferéncia da corrente capacitiva. A
duracdo de cada pulso varia normalmente entre 5 — 50 ms. O intervalo entre os pulsos é de 0,5
—4s. Os pulsos de potencial sdo superpostos em uma rampa de potencial em forma de degraus
com potencial linearmente crescente, quando é utilizado instrumento digital, conforme figura
7. Apos a realizacdo da quantificacdo do analito pela técnica de voltametria ciclica realizou-se
a quantificacdo pela técnica de voltametria de pulso diferencial em ordem crescente de

concentracdo do analito.

Figura 7: Voltametria de pulso diferencial.
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Fonte: SKOOG, 2006.

1.6.1.3 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

Sistemas eletroquimicos podem ser estudados com métodos baseados em medicBes
de impedéancia. Nestes métodos ocorre a aplicacdo de uma pequena perturbacédo, a resposta a
esta perturbacdo pode diferir em fase e amplitude quando comparado ao sinal aplicado e
geralmente € sinosoidal. Com isso, € possivel a analise do processo de eletrodo em relacdo as
contribuicdes de difusdo, da cinética, da dupla camada e de reagcbes homogéneas acopladas,
ou seja pode-se definir e explicar detalhadamente o processo que esta ocorrendo na superficie
do eletrod ou do sistema eletroquimico estudado. A comparacdo é geralmente feita entre a
célula eletroguimica e um circuito elétrico equivalente que contém combinacdes de
resisténcias e capacitancias (BRETT, BRETT, 1996), este circuito é desenvolvido com base

nos dados obtidos das medidas de impedancia.
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Qualquer célula eletroquimica pode ser representada em termos de um circuito
elétrico equivalente que inclui a combinagdo de resisténcias e capacitancias. O circuito deve
conter componentes para representar:

e A dupla camada: um condensador de capacidade Cqd

e A impedancia do processo Zs

e A resisténcia ndo compensada, Ro, que é a resisténcia da solucdo entre
eletrodos de trabalho e de referéncia.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), que € um método eficaz e ja
muito bem definido e estabelecido para explorar as caracteristicas da superficie de eletrodos
modificados, o diametro semicirculo em frequéncias mais altas corresponde a resisténcia de
transferéncia de elétrons e a parte linear com menores frequéncias, corresponde para a
resisténcia a difusao da solucdo (WANG et al., 2012; MAZLOUM-ARDAKANI et al., 2015).

No presente estudo a EIE foi utilizada para caracterizar o sistema
eletroquimico/fluorescente, onde a cada composto da monocamada auto organizada que era

ancorada ao eletrodo de ouro era realizada uma medida.

1.6.1.4 Amperometria

A amperometria mede a intensidade da corrente ao ser aplicado um potencial
constante; sendo assim, a grandeza da corrente elétrica € determinada pela concentracdo da
espécie analisada. Esta técnica pode ser usada para monitorar 0 acompanhamento da variacao
da concentracdo de um dado analito, a corrente de difusdo € proporcional a concentracdo do
material eletroativo presente na solucdo. Quando se remove o material eletroativo pela
interacdo com um reagente, a corrente de difusdo diminui. Esse é o principio fundamental da
amperometria (BRETT, BRETT, 1996; BARD, FAULKNER 2001).

Enquanto que a voltametria é realizada com o analito estatico, a amperometria
detecta 0 analito em movimento — razdo pela qual é utilizada em microssistemas onde o

analito percorre um capilar até reagir com o sensor.

1.7 Espectroscopia

1.7.1 Espectroscopia molecular de fluorescéncia

A fluorescéncia é um processo fisico quimico de fotoluminescéncia no qual excita-se

atomos ou moléculas em um comprimento de onda caracteristico da espécia analisada, onde
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elas absorvem radiacdo eletromagnética tornando-se excitada. Quando essas espécies
excitadas relaxam e voltam ao seu estado fundamental, liberam seu excesso de energia
absorvida na forma de fotons. Para que uma espécie quimica emita fotons, ela deve ser
excitada (absorver energia) em determinado comprimento de onda especifico, conhecido
como comprimento de onda de excitagdo. A florescéncia, entdo, é emitida em outro
comprimento de onda, chamado comprimento de onda de emissdo, este € sempre maior,
qguando comparado ao comprimento de onda da luz usado para a excitacdo da molécula,
deslocando-se geralmente entre 50 e 150 nm; a emissao de fluorescéncia € de curta duragéo e
nem todas as espécies emitem um valor de intensidade apreciavel para uma boa detec¢do
(SKOOG, 2006; SOTOMAYOR et al., 2008).

Nem todas as espécies quimicas retornam ao estado fundamental emitindo fétons, a
fluorescéncia é um dos muitos mecanismos pelos quais a molécula retorna ao seu estado
fundamental original ap6s ter sido excitada pela absorcdo de radiacdo. Apesar de todas as
moléculas absorventes terem a capacidade para fluorescerem, muitos compostos nao o fazem
porque suas estruturas proveem de caminhos alternativos para a relaxacdo ndo-radiativa mais
rapida que a emissao fluorescente. O que determina se uma espécie quimica ird fluorescer ou
ndo € o seu rendimento quantico de fluorescéncia molecular, que € simplesmente a razdo entre
0 nimero de moléculas que fluorescem e o nimero total de moléculas excitadas, ou a razéo
entre os fdétons emitidos e os fdétons absorvidos. Moléculas fluorescentes apresentam
rendimento quantico proximo a unidade e este esta relacionado a estrutura da molécula.
Compostos com alto numero de anéis aromaticos condensados e rigidez molecular
apresentam, em geral, bons valores de rendimento quantico (SKOOG, 2006).

Devido ao numero limitado de sistemas quimicos que fluorescem com intensidade
apreciavel, os métodos de fluorescéncia sdo menos aplicados quando comparados ao UV-Vis.
No entanto a sensibilidade intrinseca da fluorescéncia € maior quando comparada a
espectroscopia de UV-Vis, a qual permite limites de deteccdo cerca de trés ordens de
grandeza menores, podendo chegar na faixa de ng mL™* (SOTOMAYOR et al., 2008). Outra
vantagem é a faixa linear de concentragdo dos métodos de fluorescéncia, a qual é
significativamente maior que aquela encontrada na espectrofotometria UV-Vis (SKOOG,
2006).
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1.7.2 Espectroscopia molecular de UV-Vis

Espectroscopia € o estudo da interacdo entre a matéria e a radiacdo eletromagnetica,
ou seja a energia radiante que apresenta tanto as propriedades tanto de particula quanto as de
onda. A espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis) fornece informagBes importantes
sobre substancias contendo ligacGes duplas, pois a tanto a luz ultravioleta como a luz visivel
possui energia suficiente para excitar e gerar transi¢des eletronicas. Nessa técnica, utiliza-se
radiacdo que abrange uma faixa de comprimentos de onda de 180 a 400 nm (UV), e de 400 a
800 nm (Visivel). Uma espécie quimica absorveré luz (no UV ou Vis) dependendo da energia
necessaria para que ocorra transicao eletrénica, ou seja, a absorcdo depende da variacdo de
energia entre o orbital ocupado de mais alta energia (HOMO) e o orbital desocupado de mais
baixa energia, (LUMO) (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRIL, 1994; BRUICE, 2006).

Quanto menor o comprimento de onda maior serd a energia necessaria para gerar
uma transicdo eletronica. Sendo assim, a relacdo entre energia e comprimento de onda é
inversamente proporcional, dessa forma, uma transicdo eletrdnica que necessite de grande
quantidade de energia se dard em um baixo comprimento de onda (no UV), enquanto que uma
transicdo eletrbnica que necessite de pouca energia ocorrerda em um comprimento de onda
mais alto (no Visivel) (SILVERTEIN, BASSLER, MORRIL, 1994; BRUICE, 2006).

Ao trabalhar com absorcdo molecular, é fundamental definir o comprimento de onda
de méxima absorcdo (Amax) das espécies quimicas em estudo, pois a absorbancia medida
depende do coeficiente de absortividade molar, o qual varia com o comprimento de onda.
Assim, trabalhar na regido do espectro de maxima absorcdo aléem de garantir ao método
méaxima sensibilidade ainda pode reduzir erros instrumentais em funcdo da radiacéo
policromética, pois em comprimentos de onda proximos ao maximo de absorcéo o coeficiente
de absortividade molar é praticamente constante. Isso garante linearidade ao sinal de
absorbancia em relacdo a variacdo de concentracdo, evitando desvios da Lei de Beer
(SKOOG, 2006).

O Amax de cada molécula estd diretamente relacionado a sua estrutura, uma vez que
cromoforos e auxocromos sdo 0s responsaveis pela absor¢do da radiacdo, determinando a
necessidade de energia necessaria para a transicao eletronica e, dessa forma, estabelecendo o
Amax da espécie quimica. O cromdforo corresponde a parte insaturada da molécula que absorve
luz (no UV ou Vis) e 0 auxocromo caracteriza-se por grupos ligados ao cromoforo que podem
facilitar ou dificultar a transicdo eletronica na molécula. Assim, dependendo do ndmero, da

natureza e da posi¢ao dos auxocromos, pode ocorrer diminui¢do ou aumento do Amax € da
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intensidade da(s) banda(s) de absor¢do (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRIL, 1994;
PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, 2001; BRUICE, 2006).

No presente estudo a espectroscopia de UV-Vis e de flourescencia foram utilizadas
para analisar o comportamente Optico do sistema eletroquimico/fluorescente, onde a cubeta
era colocada no equipamento e sem ser retirada os compostos eram adicionados e o volume

do analito era colocado conforme a concentragéo final desejada.

1.8 Microfluidica

Pode ser definida como a manipulacédo e analise de fluidos e suspensbes em sistemas
de dimensdo micro, nano ou picométrica. O fluxo eletrosmético é gerado no interior dos
microcanais através da aplicacdo de potenciais elétricos. Na eletroforese em microchip, as
reducdes de volume, dimensdes e economia de energia destes sistemas ocasionam 0 aumento
de portabilidade, baixo custo de fabricacdo, menor consumo de reagentes e amostras e
reducao no tempo de analise (SEGATO, 2011).

A busca mundial pela portabilidade e consequente miniaturizacdo é algo que ja
ocorre a bastante tempo. Hoje as pessoas demanda cada vez mais por dispositivos menores,
mais portateis e de facil utilizacdo, em diversas areas da ciéncia isto é comum; e na
eletroquimica ndo poderia ser diferente, por isto é notavel cada vez mais 0 aumento de
microdispositivos de deteccdo eletroquimica, uma prova de que o futuro da eletroquimica esta
entrando também neste ramo (SANTOS, 2014).

Avancos na area de tecnologia de sistemas micro-eletro-mecanicos ocasionaram no
desenvolvimento de novos dispositivos microfluidicos para aplicac6es diversificadas como: a
selecdo especifica e contagem de células, controle de poluentes ambientais, analise de ions em
aguas e outras mais. Uma série de estudos foram relatados que utilizaram microchips
miniaturizados com eletrodos planares para deteccdo eletroquimica de bioamostras
(CHIANG, LIN, 2014).

O interesse no desenvolvimento de microdispositivos eletroforéticos poliméricos tem
apresenta crescimento. Os polimeros apresentam vantagens quando comparados a outros
materiais convencionais, como o0 baixo custo, facilidade de fabricacdo, biocompatibilidade e
alta flexibilidade. Dentre todos os materiais poliméricos, o Polidimetilsiloxano (PDMS) é o
material mais popularmente utilizado e explorado em microfluidica. PDMS é um polimero
elastbmero barato e possui boa janela Optica. Apresenta também reversivel ou irreversivel

capacidades de auto selagem, e também a vedacdo de outras superficies planas, sem distorgdo
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dos canais (COLTRO, SILVA, CARRILHO, 2011). Eletroforese € uma técnica que se
fundamenta na diferenca de mobilidade/migracdo de espécies carregadas e neutras baseadas
em seu movimento em um fluido quando é aplicado um campo elétrico, fatores como o peso
molecular, estrutura quimica, pKa das espécies envolvidas e pH do fluido influenciam em tal
mobilidade/migragdo. Espécies diferentes por possuirem mobilidade/migracéo diferentes séo
separadas, detectadas e quantificadas separadamente (SANTOS 2014).

Medina-Sanchez e colaboradores (2014) desenvolveram um microchip magnético
que opera em fluxo para detectar apoliproteina E, que € um biomarcador da doenca de
Alzheimer. Em tal microchip, os reagentes e o analito passavam pelos canais e as moléculas
iam se ligando, o que é chamado de aglomerado sanduiche. Tal aglomerado era marcado com
CdSe/Zn e depois os ions de Cd*? sdo detectados e as moléculas de apoliproteina sio
quantificadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Desenvolver um sistema eletroquimico/fluorescente para aplicacbes em compostos
encapsulantes em ciclodextrinas e analisar a viabilidade do uso desse sistema como sensor

eletroquimico em microssistemas eletroforéticos.

2.2 Especificos

- Avaliar o quantum dot como sensor eletroquimico para mangiferina.

- Fazer o estudo de caracterizacdo do sensor e do sistema por: voltametria ciclica (VC) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE).

- Fazer o estudo de caracterizacdo do sistema eletroquimico por métodos espectroscopicos de:
UV-Vis e fluorescéncia.

- Quantificar a mangiferina por: voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial (VPD)
e por espectroscopia de fluorescéncia e UV-Vis.

- Determinar a constate de complexacdo por método eletroquimico.

- Miniaturizar o sensor desenvolvido para aplicacdo em microssistema de analise.



32

3 Materiais e métodos

3.1 Reagentes e solucdes

B-ciclodextrina (B-CD) e mangiferina (MGN) s@o reagentes comerciais, sendo
adquiridas da Sigma-Aldrich. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as
solucdes tampdo, fosfato e MES/Histidina foram preparadas utilizando reagentes de grau
analitico e agua purificada em um sistema Milli-Q da Millipore (condutividade < 0,1 uS cm’
1. O CdSe/CdS foi sintetizado de acordo com a referéncia (SILVA et al., 2013; SILVA et al.,
2014) e gentilmente cedido pelo grupo de materiais semicondutores do instituto de fisica da
Universidade Federal de Uberlandia. Per-7-tio-p-ciclodextrina (B-CDSH) foi sintetizado em
duas fases a partir de B-ciclodextrina (Aldrich) de acordo com o procedimento publicado na
literatura (CHOI et al., 2005). Outros reagentes utilizados durante as analises foram:

- Hidréxido de potéssio (KOH)

- Tampéo fosfato (NaH2PO4/NazHPO4)

- Ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s])

- Ferrocianeto de potassio (K4 [Fe(CN)e])

- Acido sulfdrico (H2SO04)

- Hidroxido de sodio (NaOH)

- Dimetilformamida (DMF, C3H7NO)

- Tetrabutilamonio perclorato (TBAP, (CH3CH2CH2CH2)4N(CIQO4))

- Etanol P.A.

- MES (2-(N-morfolino) etanossulfénico)

- Histidina (CeHaN30>)

- Propanona (acetona, CsHsO)

3.2 Meétodos eletroquimicos

Voltametria ciclica, e voltametria de pulso diferencial foram realizadas utilizando um
Autolab PGSTAT-30 potenciostato de Echo Chemie (Utrecht, Holanda) interfaceado a um
computador com software NOVA 1.10 com trés eletrodos convencionais na célula. Os
elétrodos de trabalho eram de carbono vitreo ou ouro, ambos com (d = 3 mm) adquiridos da
Bioanalytical Sistema (BAS). O contra eletrodo era um fio de platina, e o eletrodo de
referéncia de prata em cloreto de prata saturado (Ag/AgCl), todos contidas em uma cela
eletroquimica de um compartimento, com uma capacidade volumétrica de 10 mL. O eletrodo

de carbono vitreo foi polido com alumina de 0,3 e 0,05 um de alumina sobre uma lixa de
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polimento de veludo (kit de polimento BAS) e lavou-se com agua. Ap6s a limpeza mecénica,
0 pré-tratamento eletroquimico do eletrodo de carbono vitreo envolveu uma sequéncia de 10
varreduras ciclicas potenciais de -1,2 a +1,4 V uma solucdo a 0,5 mol L™ de H2SO4. Argonio
foi usado purgar a solucdo durante os experimentos.

As medigdes de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizadas num
sistema eletroquimico de trés eletrodos, a 5 mV onda sinusoidal de amplitude, foi aplicado
potencial de 0,15 V, na faixa de frequéncia de 1 Hz a 100 kHz, a 25 ° C. A solucéo a 50
mmolL* de tamp&o MES continha 2,5 mmol L Fe (CN)s ¥ (1:1) par redox foi usada como
eletrolito de suporte nas medicOes eletroquimicas.

Apos a formacdo do sistema aminotiol / MUA / CdSe/CdS / B-CDSH na superficie do
eletrodo de ouro uma cela eletroquimica foi montada com eletrodos de trabalho, referéncia e
auxiliar, onde foi-se adicionando as concentracBes de mangiferina em ordem crescente. O
meio foi tampao fosfato pH 6,96.

As anélises com o eletrodo de carbono vitreo foram realizadas em DMF/TBAP a 0,1
molL?, o gés inerte utilizado foi o argonio, a cela eletroquimica foi purgada por 15 minutos e
durante as leituras o gas ainda era purgado na superficie da cela, de modo a evitar qualquer

entrada de oxigénio.

3.3 Métodos espectroscdpicos molecular de fluorescéncia e UV-Vis

Foi utilizado espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu) para medir e analisar a incluséo
da mangiferina em CdSe/CdS / B-CDSH na cavidade da ciclodextrina. Uma solugdo aquosa
de mangiferina 100 pmol L™ foi preparado em etanol, a mistura foi agitada a 170 rpm durante
1 ha25-°C. As anélises foram realizadas em tampdo fosfato pH 6,96 a 5% (v/v) de etanol. A
cubeta foi colocada no equipamento e aos poucos foi-se adicionando cada composto sem tirar
a cubeta do lugar, de modo que o volume era determinado conforme a concentracgéo final que
era desejada para o analito. Os valores de absorvancia foram medidas na faixa de
comprimento de onda de 240 - 368 nm.

Nos estudos de fluorescéncia (SHIMADZU), CdSe/CdS 1 pL (1% CdSe/CdS) foi
colocado em 2 mL de uma solugdo aquosa a 5% etanol, em uma cubeta, com excitacdo em
380 nm e foi observada emissdo entre 450 e 650 nm, em seguida, foi adicionado 20 pL de
B-CDSH (1,0 mg/mL) enquanto que a concentragdo de mangiferina variou de 1 a 3 umolL™.
A inclusdo de mangiferina em f-CDSH na auséncia de CdSe/CdS foi avaliada e variou-se a
concentragdo na faixa de 1 a 10 pmolL™, nas mesmas condi¢bes do estudo na presenca de

CdSe/CdS. Da mesma forma a cubeta foi colocada e foi-se adicnando os reagentes sem tira-la
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do lugar, o volume da solucdo de mangiferina adicionada foi calculado para a concentracao
final desejada.
3.4 Desenvolvimento do sensor

O eletrodo de ouro foi imerso em uma solugédo de 1:1 mg/mL de aminotiol em etanol
por 1 hora, depois foi lavado com &gua, em seguida foi imerso em uma solucéo 1:1 mg/mL de
MUA em etanol, entdo foi lavado com &gua e foi depositado em sua superficie 5 pL de
CdSe/CdS por 1,5 horas, depois foi lavado e imerso em uma solugdo de p-CDSH por 1 hora.

Na figura 8, € representado 0 esquema da monocamada auto organizada
desenvolvida no presente trabalho; o ouro tem afinidade por grupamento tidis (BOUZITON et
al., 2007; DAMOS, LUZ, KOBOTA, 2007), no nosso estudo foi utilizado um aminotiol o
grupamento tiol se ligou ao eletrodo de ouro e o amino ficou exposto, entdo adicionou-se a
11-MUA que se ligou ao grupamento amino e deixando um grupamento tiol exposto (DU et
al., 2008; FERREIRA, 2009), os QDs tem afinidade por grupamentos tiol e amino (HUANG
et al., 2013). Logo em seguida, depositou-se sobre a superficie do eletrodo o CdSe/CdS que
se ligou ao grupo tiol apo6s isto colocou-se a PB-CDSH que se ligou ao CdSe/CdS
(GIROLAMO et al, 2008; PINWATTANA et al., 2010; AMELIA et al., 2012), formando
assim a nossa monocamada auto organizada e, por fim, a mangiferina interage com a f-CDSH
(FERREIRA 2009).
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Figura 8: Representacao estrutural da mono camada organizada.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

3.5 Microssistemas de analises

Os microdispositivos (Figura 9) foram fabricados utilizando-se gel elastomer
polidimetilsiloxano (PDMS), onde o gel foi colocado em um molde e depois foi para uma
estufa a 70 °C por 1 hora. Os microdispositivos possuem em seu corpo um eletrodo de ouro
de 200 um de espessura e 4 cm de comprimento. Utilizou-se o eletrodo de ouro porque esse
possui uma alta pureza e uma ampla faixa de potencial de trabalho, aspectos importantes para
a técnica de eletroforese capilar e para o desenvolvimento do sistema eletroquimico utilizado.
Como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina e como eletrodo de referéncia um fio de
prata. O eletrodo de ouro foi posicionado na saida do canal, detectando imediatamente a
substancia, ficando apenas as espécies separadas de acordo com a mobilidade eletroforética.
Para gerar o fluxo eletrosmético, foi utilizado uma fonte de alta tensdo (1500 V) da marca
Ultravolt. Uma monocamada auto organizada foi desenvolvida no eletrodo de ouro do
microssistema da mesma forma como no eletrodo convencional e os reagentes utilizados

seguiram as mesmas concentracdes. No reservatério 2 é colocado o tampéo, no reservatorio 3



36

é colocado o analito, e o reservatdrio 4 € o descarte. A amostra percorre o canal até chegar no
resevatorio 1 onde tem contato com o sistema eletroquimico (Figura 9 B). Em figura 9 A é

mostrado o sistema real.

Figura 9: A) Microdispositivo utilizado nas analises. B) Representa¢do com as dimensdes.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2016.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e estudo eletroquimico do sistema CdSe/CdS/B-CDHS

Os estudos eletroquimicos do ndcleo-casca de CdSe/CdS foram realizadas em meio
aprotico por voltametria ciclica utilizando eletrodo de carbono vitreo. Foram investigados os
efeitos da velocidade de varredura (0,020 — 0,10 Vs™). O voltamograma de CdSe/CdS livre
exibiu uma Unica onda anddica em Epa +1,100 V a 100 mV/s, que se desloca para potenciais
mais positivos com o aumento da velocidade de varredura (v) e pico inverso, em altas taxas de
varredura (Figura 10). O pico de potencial (Ep) e o pico de corrente (Ip) variam linearmente
com v¥2, Tal comportamento é caracteristico do processo de controle de corrente de difus3o.
O pico de oxidacdo é provavelmente para ser atribuido a oxidacéo de selénio localizados em
diferentes fases de oxidacdo de nanocristais (SILVA et al., 2014; DEBGUPTA, SHINDE,
PILLAI, 2012). Um pico de reducéo também foi observado em Epc = -0,79 V, provavelmente,

a reducdo de ions de cadmio.

Figura 10: Voltamograma ciclico registrado com 1 mmol L de CdSe/CdS em DMF / TBAP 0,1 mol L no
eletrodo de carbono vitreo. Efeito da taxa de digitalizagdo. A inser¢do mostra o pico catddico.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2016.
Para a formacdo da monocamada auto organizada, aminotiol / MUA / CdSe/CdS / B-

CDSH sdo imobilizados através de ligagdes covalentes no eletrodo de ouro usando afinidade
pelo grupo tiol (BOUZITON et al., 2007; DAMOS, LUZ, KOBOTA, 2007; DU et al., 2008;
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GIROLAMO et al, 2008; FERREIRA, 2009; PINWATTANA et al., 2010; AMELIA et al.,
2012; HUANG et al., 2013). Para esse efeito, no eletrodo de ouro foi imerso em uma solugéo
diluida de cada um dos compostos (aminotiol / MUA / CdSe/CdS / B-CDSH) em etanol
durante diferentes periodos de tempo. Para caracterizar esse eletrodo modificado, voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram utilizadas. A figura 11
mostra os voltamogramas de VVC e os gréficos de EIE séo apresentados na figura 12.

Na figura 11 em preto e linhas solidas, observa-se o voltamograma do eletrodo de
ouro limpo; em linhas solidas e rosa € apresentado o voltamograma do eletrodo de ouro
modificado com as monocamadas de aminotiol e 11-MUA. Observa-se uma area capacitiva
maior quando comparado ao ouro limpo pelo fato de ficar exposto na superficie o grupamento
tiol, gerando assim uma carga na superficie; para a formacdo da monocamada Tiol/MUA no
eletrodo de ouro, pico de oxidagdo ndo foram observados. Por outro lado, para os CdSe/CdS —
linhas pontilhadas e tracejadas em vermelho — um sistema de oxidagdo foi observada a
+0,7 V, bem como observa-se uma area eletroativa muito maior. A adi¢cdo de B-CDSH —
linhas tracejadas em azul — na superficie do eletrodo ocasionou a diminuicdo da area
capacitiva por causa da resisténcia da monocamada auto organizada pelo fato de f-CDSH néo
ser eletroativa, a representacdo da monocamada auto organizada é mostrada na figura 8 (pag.
35). Os dados de espectroscopia de impedancia eletroquimica (Figura 12) também apresentam
0 aumento da passivacdo do eletrodo em forma de maior Ret. Considerou-se que o tempo de
deposicdo 6tima foi 1h a fim de obter uma monocamada auto organizada que ndo passivasse
completamente a superficie do eletrodo. O voltamograma de oxidac¢do do eletrodo modificado
com CdSe/CdS ¢ significativamente diferente do voltamograma de CdSe/CdS na solucéo de
DMF/TBAP (fig. 10) em parte por causa da variacdo de faixa de potencial e porque meios
diferentes foram usados, também porque em DMF/TBAP o QD estava em solu¢do, ja na
superficie do eletrodo ele esta imobilizado, e em DMF/TBAP 0 objetivo era mostrar que
CdSe/CdS ¢ eletroativo. Os testes de comportamento provam que este sistema foi formado na
superficie do eletrodo.
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Figura 11: Voltamograma ciclico do eletrodo de ouro modificado (aminotiol / MUA / CdSe/CdS / f-CDSH) a 1
mmol L't de NaH,PO4/Na;HPOy4, em velocidade de 50 mVs™.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2016.

Espectroscopia de impedancia eletroquimica € uma ferramenta poderosa no estudo
de fendmenos na interface eletrodo-solucdo, em particular na modificacdo da superficie, uma
vez que este pode promover o aumento ou diminuicao da resisténcia de transferéncia de carga
(WANG et al., 2012). Os resultados das sucessivas mudancas de impedancia do eletrodo séo
mostrados na figura 12, em que o didmetro do semicirculo a frequéncias mais elevadas
corresponde a resisténcia de transferéncia de carga (Rct) e a parte linear a frequéncias mais

baixas corresponde a resisténcia a difusdo da solucdo (Rs) (DING, et al., 2005).
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Figura 12: Diagramas de Nyquist de EIE obtidos no eletrodo de ouro modificado: (a) eletrodo limpo, (b)
Tiol/MUA, (c)Tiol/MUA/CdSe(CdS), (d) Aminotiol/MUA/CdSe/CdS/s-CDSH. A faixa de freqliéncia € entre 1Hz
e 100 kHz, com amplitude do sinal de 5 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

A impedancia do eletrodo de ouro limpo —em vermelho no gréfico —, representado
por diagramas de Nyquist (imaginario parte Z "vs. A parte real Z '), apresentam diametros
semicirculares muito menores do que as observadas em outras mudancas no eletrodo, isso é
devido ao baixo R, ou seja, o eletrodo de ouro limpo conduz carga facilmente. A partir dos
espectros EIE, observa-se, o eletrodo de ouro — em vermelho —, eletrodo com aminotiol / 11-
MUA — verde —, eletrodo com aminotiol / 11-MUA / CdSe/CdS — em azul —, eletrodo
modificado com 11-MUA / CdSe/CdS / B-CDSH — em cinza —, as resisténcias a transferéncia
de mudancas sdo de 554 Q, 1850 Q, 1170 Q e 2680 Q, respectivamente, e as resisténcias
solucgéo de difusdo sdo de 1.411 Q, 1560 Q, 1314 Q e 1943 Q, respectivamente. Note-se que
CdSe/CdS com propriedades semicondutoras pode aumentar a condutividade elétrica do
eletrodo modificado com amintotiol / 11-MUA e que a condutividade € diminuida quando os
pontos quanticos sdo funcionalizados com B-CDSH. A modificagdo do eletrodo de ouro
proposto como o sensor tem maior resisténcia a difusdo da solugdo, possivelmente porque a

difuséo das espécies eletroativas em solugdo s6 ocorre na interface da superficie do eletrodo.
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4.2 Interacdo do sistema aminotiol / MUA / CdSe/CdS / B-CDSH com a mangiferina

através da voltametria ciclica

Sendo a voltametria ciclica uma técnica para quantificar e investigar sistemas
eletroquimicos (SKOOG, 2006) procedeu-se de inicio a investigacdo da faixa de reatividade
da mangiferina, frente ao sistema e posterior quantificacdo com a técnica de voltametria
ciclica. Conforme a figura 13, pode-se observar que a resposta eletroquimica da mangiferina
deu-se em torno de +0,3 V; para obter-se tal grafico foi realizada uma varredura nas mesmas
condicBes anteriormente definidas e com velocidade de varredura de 50 mVs?, a
concentracéo utilizada foi de 100 umolL™? de mangiferina. Pode-se observar que a partir do

ponto de encapsulamento da mangiferina ha um aumento da onda.

Figura 13: Voltamograma ciclico do eletrodo de ouro modificado (aminotiol / MUA / CdSe/CdS / f-CDSH)
interagindo com a mangiferina a uma concentracdo de 100 pmol/L em tamp&o fostato pH 6,96 a 50 mVs™.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Apesar de na figura 13 perceber-se muito nitidamente que a mangiferina aparece em
torno de +0,3 tal voltamograma mostra o sinal do ouro em +0,5 V e +1 V, logo, fez-se a
analise de maneira que o sinal do ouro nédo parecesse (Figura 14), onde diminuiu-se a faixa de
potencial para de +0,1 V a +0,55 V com uma concentracdo de 70 pmolL? de mangiferina,
corrobora o que esta demonstrado na figura 13, pois, o sinal da mangiferina aparece em torno
de +0,3 V, onde se vé um aumento de onda e maior area eletroativa, comprovando que ha

uma interacdo entre o sistema e a mangiferina.
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Figura 14: Voltamograma ciclico do eletrodo de ouro modificado (aminotiol / MUA / CdSe/CdS /
B-CDSH) interagindo com a mangiferina a uma concentragéo de 70 umol/L™* em tamp&o fostato pH 6,96 &
50 mvs.!
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Fonte: elaborada pelo autor, 2016.

Sendo assim, a faixa de trabalho definida para a realizacdo de analises especifica da
mangiferina foi de +0,1 até +0,55 V. Conforme a figura 15, pode-se observar que houve uma
relacdo diretamente proporcional entre 0 aumento da intensidade da corrente e 0 aumento da
concentracdo de mangiferina. Com o auxilio do software NOVA® pdde-se chegar a
concluséo dos valores de corrente para cada concentracdo do analito para realizar a construgéo

de uma curva de calibragdo (Figura 16).
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Figura 15: Sobreposicdo dos voltamogramas ciclicos com a variacao das concentrac@es de mangiferina, em
tampao fosfato pH 6,96 & 50 mVs™,
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Figura 16: Curva de calibracdo para as correntes de VC.
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Através dos resultados apresentados na figura 16 pode-se afirmar que o referido
sistema é eficiente, pois observa-se uma curva de calibracdo homogénea e retilinea com um
coeficiente angular de 0,99836. Isso é corroborado pela alta sensibilidade do sistema, pois foi
possivel a quantificagio a partir de 3 pmolL™. Vale ressaltar ainda que nio houve adsorc¢éo do
analito na superficie do eletrodo, pois € relatado a dificuldade de se conseguir homogeneidade
e repetitividade com o analito em questdo (FERREIRA, 2009). FERREIRA (2009) utilizando
uma imobilizacdo em eletrodo de ouro sem a presenca de CdSe/CdS conseguiu niveis
consideraveis de deteccdo a partir de uma concentragdo de 5 pmolL™? de mangiferina
enquanto que no presente estudo obteve-se a partir de 3 pmolL™. Ainda neste mesmo estudo,
Ferreira obteve um valor do pico de corrente de 0,25 pA e 0,45 pPA para as concentracOes de
30 umolL?* e 60 pmolL™ respectivamente, enquanto que no presente trabalho obteve-se uma
corrente de 0,85 PA para uma concentragdo de 30 pmolL™, ou seja, se compararmos as
correntes obtidas para a concentragdo de 30 umolL? isso significa um aumento de 3,4 vezes,
0 que prova que o sistema desenvolvido neste trabalho foi mais eficiente. Mostrando, assim,
gue houve um ganho de sensibilidade significativo ao utilizar CdSe/CdS, o fato desses
nanocristais estarem em escala nanométrica e serem materiais semicondutores gera tal efeito
(CHEN et al., 2014).

Comparando também o fato de que FERRREIRA obteve o pico de corrente em um
potencial em torno de +0,6 V enquanto que no presente estudo o potencial foi em +0,32455
V, fato este que corrobora a facilidade e ganho de sensibilidade que houve ao utilizarmos um
material semicondutor. Determinou-se o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo

(LQ) pelas equacdes:

Eq 1.
3X S
LD =
S
Eq 2.
10 xS
S

onde LD é o limite de deteccdo, LQ € o limite de quantificacdo, Sg € 0 desvio padrdo do
coeficiente angular da curva de calibracdo e S € o coeficiente angular da curva de calibracao.
Estas equagdes devem ser aplicadas a uma curva de calibragdo de 10 graficos brancos; porém

como néo foi feito 10 gréaficos brancos fez-se os célculos com a curva de calibragdo para as
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correntes de voltametria ciclica (Figura 16), o valor encontrado para LD foi de 0,06 pmolL? e
para LQ foi de 0,20 pmolL™.

Em estudos anteriores, PINWATTANA e colaboradres (2010), utilizando CdSe/ZnS
obtiveram uma melhora significativa na deteccdo de serina bovina fosforilada em solucéo,
bem como DU e colaboradores (2008) imobilizaram CdTe na superficie de um eletrodo de
ouro para detectar neutravidina e o resultado também foi significativo. J& MEDINA-
SANCHEZ e colaboradores (2014) utilizaram CdSe/ZnS em um sistema microfluidico em
fluxo, para detectar apoliproteina. Tais estudos deixam evidente que adicionar um nanocristal

semicondutor amplifica o sinal de corrente em sistemas eletroquimicos.

4.3 Calculo da Constante de Formagéo (Kr) de MGN na monocamada auto organizada
de Aminotiol / MUA / CdSe/CdS / p-CDSH

Foi construida uma curva para o complexo MGN:B-CDSH na monocamada auto
organizada de aminotiol / 11-MUA / CdSe/CdS / B-CDSH utilizando a técnica de voltametria
ciclica, para a faixa de concentragdo de 3 pmolL™ a 30 umolL™ o aumento da concentragéo
de mangiferina, ocasiona um aumento linear da corrente de pico, como ja foi relatado isso
significa que ndo houve adsorcdo do analito na superficie do eletrodo e em concentracdes
acima de 30 umolL?, observa-se uma diminuicdo da corrente de pico significando que toda a
B-CDSH imobilizada na superficie do eletrodo foi quase que totalmente encapsulada com
mangiferina. Quando a corrente de pico comecou a saturar, foi possivel determinar a
constante de formacdo (Kr) de mangiferina na monocamada auto organizda, utilizando uma
derivada da isoterma de Langmuir (MAEDA, et al., 1997; FERREIRA, 2009) cujo os célculos
séo realizados mediante a Equagé&o 3:

Eq 3.

|[Hbospede], 1 |[Hbéspede],
= +
I KHéspede Iméx Iméx

onde em [Hospede] ocorre a concentragdo da espécie eletroativa, que no presente trabalho € a
mangiferina | é a intensidade da corrente de pico medida para cada uma das concentragdes da

mangiferina que no caso € a molécula hospede, Imax € a corrente de pico maxima, e Knespede € @
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constante de formacdo da molécula hospedeira com B-CDSH imobilizada na superficie do
eletrodo de ouro (MAEDA et al., 1997; FERREIRA, 2009).

O grafico de [Hospede] / Ipa vs. [Hospede] para a mangiferina obedece a derivada da
isoterma de Langmuir o que pode ser observado na figura 17. O valor da constante de
formacdo (Kr) foi de 1,67x10° mostrando que o referido sistema tem alta sensibilidade e
seletividade pelo analito em questéo fato este que se torna mais embasado quando comparado
com o valor encontrado para Kr por Ferreira que foi de 7,75 x10* ou seja houve um aumento
de 2,15. Tal resultado pode ser explicado pelo fato de em um intervalo de concentragdo maior,
Ferreira obteve sinais de corrente menores, e tal efeito se deve aos QDs aqui estudados, sendo
assim mais sensivel, 0 que comprova que houve uma melhor interacdo no sistema hdspede-

hospedeiro, ou seja f-CDSH — MGN.
Figura 17: [MGN] / lpa vs [MGN]
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

4.4 Interacdo do sistema com a mangiferina atraves da voltametria de pulso diferencial

Estando a faixa de potencial bem definida frente as analises com a voltametria ciclica
utilizou-se também para a voltametria de pulso diferencial a faixa de +0,1 até +0,55 V, foram
também mantidas as mesmas condigdes de concentragdes das solucBes e velocidade de

varredura. Conforme a figura 18 é notdério que também houve uma relagdo diretamente
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proporcional entre o aumento de intensidade da corrente e o aumento da concentracdo de
mangiferina; como j& era esperado houve uma resposta mais sensivel quando comparado a
técnica de voltametria ciclica, isto € observado pelo fato de ter se obtido resposta com as
concentracbes de 1 e 2 umolL? de mangiferina; sendo que na voltametria ciclica houve
resposta apartir de 3 umolL™. Foi determinado o valor de LD e LQ para a técnica de
voltametria de pulso diferencial de maneira anéloga a técnica de voltametria ciclica; o valor

encontrado para LD foi de 0,03 pmolL* e para LQ de 0,18 pmolL™.

Figura 18: Sobreposicdo dos voltamogramas de VPD com a variag¢éo das concentracfes do analito.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Figura 19: Curva de calibracdo para a VPD.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2016.

A curva de calibracdo (Figura 19) obtida apresentou um coeficiente de correlacéo de
0,99748, o que comprova a alta sensibilidade do sensor para o analito em questdo. Observa-se
a boa relacdo do sistema eletroquimico com a mangiferina visto a curva de calibracdo
apresentar-se homogeénea, retilinea e com um coeficiente de correlacdo (linearidade) de
0,99748. Isso s6 vem a corroborar mais uma vez a alta eficiéncia do sistema visto que nao
houve uma adsorcdo na superficie do eletrodo. Houve boa correlagdo por duas técnicas

eletroquimicas diferentes.

4.5 Analises espectroscépicas

E de conhecimento prévio que os quantum dots apresentam propriedades Opticas,
sendo assim, verificou-se a influéncia frente as técnicas de espectroscopia de UV-Vis e

espectroscopia de fluorescéncia para corroborar com os resultados eletroquimicos.

4.5.1 Espectroscopia UV-Vis

Para as experiéncias de espectroscopia de UV-Vis, a mesma solugéo do eletrolito foi

usada como no caso das analises de voltametria ciclica. As medi¢des de UV-Vis foram feitas
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num espectrometro (faixa de comprimento de onda 180 - 1100 nm). A banda de absor¢édo
situado em torno de 397 nm (3,2 eV) esté relacionada com a CdSe (SILVA, et al., 2013). O
espectro de absorcdo da mangiferina neste meio mostrou quatro principais bandas de absor¢édo
no que pode ser descrito como: a primeira banda a Amax = 240 nm, pode ser atribuido a energia
n — 7* transicdo médio do anel aromatico, enquanto que a segunda no Amax = 230 - 260 nm, é
devido a m — =* transicdo no sistema enona s-trans pela presenca B-dicetona ciclica. A
terceira banda menos intensa em Amax = 317 nm € relacionada com os n — 7 * transi¢des do
anel aromatico. A Ultima banda perto do intervalo visivel pode ser atribuida a uma absor¢édo
de transferéncia de carga intramolecular (FERREIRA 2009). No experimento
espectroeletroquimico da solugdo de aminotiol / 11-MUA / CdSe/CdS B-CDSH, séo
observados somente em bandas 246 e 380 nm. Apoés a adicdo de mangiferina, uma nova onda
aparece em 238 nm e para as outras ondas, a intensidade aumenta muito, ou seja, ha um ganho
de precisdo (Figura 20). Estas bandas estdo relacionadas com a absor¢do dos grupos
cromoéforos presentes na estrutura de compostos antioxidantes e sugerem que o nimero de
moléculas de mangiferina envolvidos na transferéncia de fase foi aumentada (FERREIRA,

2009).
Figura 20: Espectros de UV-vis na presenca de CdSe/CdS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Uma comparacdo dos espectros de UV-Vis da mangiferina na presenca de 3-CDSH,
sem CdSe/CdS (Figura 21), a banda a 318 nm (n — =* transi¢fes) é significativamente
suprimida. Esse comportamento demonstra forte interacdo entre o sistema e a mangiferina
caracterizando um processo de encapsulamento. Comparando-se as figuras 20 e 21 outro fato
chama a atencdo, em presenca de CdSe/CdS h&a um deslocamento de 368 para 380, ou seja, na
regido do vermelho, quanto maior o comprimento de onda menor a frequéncia, e quanto
menor a frequéncia a intensidade de energia necessaria para excitar a molécula. Isso mostra
que ao adicionarmos CdSe/CdS e B-CDSH em solugdo, as B-CDSH sdo adsorvidas na
superficie de CdSe/CdS e forma-se um complexo de estado fundamental. Dai o fato de o
complexo formado ter absor¢do em 380 nm enquanto que na auséncia de CdSe/CdS a
absorcdo ser em 368 nm. Uma observacdo semelhante foi feita por WANG e colaboradores
(2011) em estudos com DNA.

DABBOUSI e colaboradores (1997) estudando os efeitos épticos de CdSe/ZnS
observou que o aumento do didmetro ocasiona um deslocamento da banda de absorvéncia
para maiores comprimentos de onda, ou seja, menores energias, fato este que também

corroboram com nossas conclusfes baseadas em nossos resultados experimentais.

Figura 21: Espectros de UV-vis na auséncia de CdSe/CdS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Em um estudo de fotocondutividade para avaliar os efeitos da espessura do nucleo de
CdSe/CdS em uma matriz porosa de SnO observou-se que 0s espectros sdo caracterizados
por uma tendéncia geral, 0 aumento da espessura € acompanhado por um deslocamento do
maximo de absorcdo para um comprimento de onda maior. O aumento da espessura da casca
fornece um desvio para o vermelho de absorvancia. A quantidade exata de elétrons
transferidos em uma matriz sob iluminacdo é determinada pela concentracdo de quantum dots
e a eficiéncia da transferéncia de elétrons a partir dos fotons que sdo excitados. Logo, o
aumento da intensidade dos fétons esta relacionada apenas com a eficiéncia de transferéncia
de elétrons (DROZDOV et al 2013). Quando se aumentou a concentracdo de CdSe/CdS
(Figura 22) observou-se um aumento ainda maior da intensidade, e & medida que se aumentou
a concentracdo de mangiferina na solucdo as bandas comecaram a se sobrepor, 0 que estd em
concordancia com relatos de estudos anteriores (DROZDOV et al., 2013; WANG et al.,
2011).

Se compararmos a banda em 380 nm das figuras 20 e 22, pode-se confirmar que ha
um ganho muito grande e preciso de troca de energia entre as espécies envolvidas. I1sso
comprova as conclusdes obtidas nas andlises eletroquimicas onde obtivemos um
deslocamento de pico para um valor de potencial menor e obtivemos um sinal de corrente

maior quando comparado com estudos anteriores (pag. 40-41).

Figura 22: Espectros de UV-vis com excesso de CdSe/CdS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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4.5.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Estudos de fluorescéncia revelam que a estrutura nucleo-casca CdSe/CdS exibe
luminescéncia na faixa de 450 - 600 nm (SILVA, et al., 2013), quando excitado pela fonte
oOptica de comprimento de onda de 350 nm houve uma melhoria significativa na intensidade
de fluorescéncia que € observado a partir do nicleo do escudo CdSe/CdS quando adicdes de
quantidades do composto tiolado (SH) B-CD foi realizada. Este comportamento é semelhante
ao observado por outros ligantes tidis (AGUILERA-SIGALAT et al., 2011; DE GIROLAMO et
al., 2008). Essa luminescéncia melhorada é muito maior quando mangiferina foi adicionado
nesta solucdo (Figura 23).

Em um estudo para avaliar a fluorescéncia de CdSe/ZnS e CdSe foi observado que 0s
espectros do composto ndcleo-casca geravam uma banda com um pico mais bem definido,
com uma area maior e sem a presenca de uma cauda, CdSe apresentou uma cauda ampla
devido as armadilhas de superficie, fato este que foi significativamente melhorado com a
introducdo de ZnS na superficie de CdSe (HINES; GUYOT-SIONNEST 1996). O sistema
CdSe/CdS-B-CDSH-MGN (Figura 23) apresenta uma area maior sem a presenca de cauda
quando comparado ao espectro sem a presenca de CdSe/CdS (Figura 24).

Figura 23: Espectros de fluorescéncia em presenca de CdSe/CdS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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Essa intensidade foi de 8 vezes maior em concentracdes de mangiferina variando de
1 a 3 umolL? quando comparado a observada para mangiferina na presenca somente de
ciclodextrina (Figura 24). Assim como as andlises de eletroquimica e UV-Vis, esses
resultados sugerem também que mais moléculas de mangiferina estdo associados a cavidade
da ciclodextrina, mas tambeém, na presenca CdSe/CdS a transferéncia de energia provou ser
mais eficaz mesmo com concentracdes relativamente menores de mangiferina.

Estes resultados mostram um outro tipo de aplicacdo para CdSe/CdS, no caso eles
podem servir como carreadores de droga rastredvel, onde pode-se rotular um transportador de
drogas com CdSe/CdS e B-ciclodextrina, que servem como marcadores fluorescentes bem
fotoestaveis. A combinacdo dos dois componentes é potencialmente poderoso na identificacdo
de alvos subcelulares preciso por co-localizacdo de fluorescéncia e dispersdo da luz de
imagem. Assim como na espectroscopia de UV-Vis obtivemos uma resposta que corrobora
com os resultados eletroquimicos comprovando que 0S nossos experimentos tiveram uma

6tima correlacéo entre si e que um da suporte ao resultado encontrado no outro.

Figura 24: Espectros de fluorescéncia na auséncia de CdSe/CdS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.
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4.6 Desenvolvimento do microssistema

Ficando evidente que o sistema eletroquimico apresentou uma resposta com o
eletrodo tradicional; encaminhou-se para a etapa final do trabalho, que é a de desenvolver um
microssistema de analise. Para isso, foram mantidas as mesmas condic¢Ges anteriormente com
excecdo da técnica utilizada. A técnica em questdo foi a amperometria, sendo 0s potenciais de
referéncia para a curva de calibracdo da voltametria ciclica 0,32455 V e para a curva de
calibracdo da voltametria ciclica 0,27618 V, para ambos proximos resolveu-se fazer uma
média entre os dois potenciais e para utilizagdo da amperometria, resultando em +0,3 V. Para
ter uma garantia da analise foi realizado no potencial de +0,4 V. O tempo de retencdo da
amostra no canal foi de 1000 segundos. A corrida foi feita em 1400V e a injecdo da amostra,
[MGN] = 50 umolL™?, foi feita em 1600 V por 25 segundos. A figura 25 deixa claro que tal
sistema detectou o analito, em estudos posteriores temos como meta variar as concentragoes e
o0 analito, pois o trabalho mostra-se bastante promissor visto que conseguimos em um sistema

acoplar a nanotecnologia e a microfldidica.

Figura 25: Amperometria do microssistema.
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4.7 Desenvolvimento e caracterizacdo eletroquimica do sistema CdSe/CdS/p-CDSH sem

a presenca de 11-MUA

Sabendo que os QDs também tem afinidade pelo grupamento amino, desenvolveu-se
um sistema eletroquimico sem a presenca de 11-MUA, ou seja, aminotiol / CdSe/CdS / B-
CDSH (Figura 26), tais ligacdes e metodologia j& foram descritos e detalhados na secéo 3.5

paginas 31 e 32.

Figura 26: Representacado estrutural da monocamada auto organizada.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Fez-se entdo a caracterizacdo do sistema eletroquimico pela voltametria ciclica
(Figura. 27) em linhas solidas e preto podemos observar o voltamograma do eletrodo de ouro
limpo, ao adicionarmos o aminotiol — linha pontilhada em laranja — observa-se um aumento
da area capacitiva pelo fato do grupamento amino estar exposto na superficie do eletrodo, ao
adicionarmos o QD — linhas pontilhadas em vermelho — observa-se uma diminuicdo da area
capacitiva, o que mostra que o CdSe/CdS teve menos afinidade pelo grupamento amino
guando comparado ao grupamento tiol (pag. 36), pois pelo fato de ser um semicondutor deve-

se esperar uma area eletroativa maior. Quando adicionou-se B-CDSH a area capacitiva foi
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menor, fato este que ja era esperado pois as ciclodextrinas ndo apresentam resposta

eletroquimica.

Figura 27: Caracterizacéo eletroquimica do sistema aminotiol / CdSe/CdS / f-CDSH em tampao fosfato a pH
6,96 e 50 mVs™,
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016

4.8 Interacdo do sistema com a mangiferina através da voltametria ciclica

A mangiferina foi analisada da mesma forma que para a monocamada auto
organizada de aminotiol / 11-MUA / CdSe/CdS / B-CDSH, onde foi adicionando-se o analito
e a deteccdo foi realizada por voltametria ciclica da mesma forma que 0s outros experimentos,
conforme a figura 28 pode-se perceber que houve um aumento linear da corrente ao
aumentarmos a concentragdo de mangiferina, porém a sensibilidade deste sistema foi menor
guando comparado ao outro; pois sé foi possivel caracterizar pico de corrente a partir de uma
concentragéo de 7 pmolL? de mangiferina enquanto que no outro sistema obtivemos picos a
partir de uma concentragdo de 3 pmolL? de mangiferina. Porém ainda continua a ser mais
sensivel que sistemas ja relatados na literatura, ao compararmos os resultados de FERREIRA
2009, podemos ver que para uma concentracio de 30 pumolL™ foi conseguido um pico de
corrente de 0,25 JA enquanto que neste sistema para esta mesma concentragdao obtivemos um

pico de corrente de 0,57 PA.
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Figura 28: Sobreposi¢do dos voltamogramas ciclicos de mangiferina no sistema aminotiol / CdSe/CdS / -
CDSH em tampao fosfato a pH 6,96 e 50 mVs™.
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Figura 29: Curva de calibragdo de voltametria ciclica para o sistema aminotiol / CdSe/CdS / f-CDSH.
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Foi construida uma curva de calibragdo (Figura 29) com os dados de voltametria
ciclica do sistema aminotiol / CdSe/CdS / B-CDSH. A curva demostra que houve uma boa
correlacdo entre o sistema e o analito pois obteve-se um coeficiente de relacdo de 0,9993 que

demonstra que ha uma interacdo muito boa entre o sistema eletroquimico e oanalito.

49 Calculo da Constante de Formagdo (Kr) de MGN na monocamada auto
organizada de Aminotiol / CdSe/CdS / B-CDS

Foi calculado a constante de formacdo (Kr) da mesma maneira que para o sistema
aminotiol / 11-MUA / CdSe/CdS / B-CDSH, se¢éo 4.3 paginas 41-43. O resultado obtido para
a constante mediante o grafico de [MGN] / Ipa vs [MGN] (Figura 30) foi de 3,6 X 10% quando

comparado ao outro sistema mostrou ter uma menor interagéo.

Figura 30: [MGN] / Ipa vs [MGN]
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4.10 Interacdo do sistema com a mangiferina através da voltametria de pulso

diferencial

Fez-se a quantificacdo da mangiferina atraveés da voltametria de pulso diferencial
(Figura 31) e observa-se que houve um aumento linear do pico de corrente juntamente com o
aumento da concentracdo de mangiferina. Bem como a curva de calibracdo (Figura 32)

mostrou-se eficiente pois apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,99435.
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Figura 31: Sobreposicdo dos voltamogramas de voltametria de pulso diferencial para o sistema Aminotiol /
CdSe/CdS / B-CDSH em tampéo fosfato a pH 6,96 e 50 mVs™.

0,14
— Branco
0,12 - —— 2 pmolL™?
— 3pmolL™*
0,10 4 ] —— 5pumolL*
—— 7pmolL*
0,08 - —— 10 pmolL*
< 20 pmolL™
= 0,06+ 30 pmolL™
50 pmolL™
0,04 - 70 pmolL™
0,02 -
0,00 -
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
E/V
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Figura 32: Curva de calibracéo para a voltametria de pulso diferencial.
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5. CONCLUSOES

Ficou comprovado, tanto por técnicas eletroquimicas como por técnicas
espectroscopicas, que o sistema Tiol / MUA / CdSe/CdS / B-CDSH / MGN apresentou uma
boa resposta de interacao, ficando evidente que ha o encapsulamento de mangiferina em -
CDSH. Houve uma correlacdo nas respostas de todas as técnicas utilizadas. Ficando a ideia de
que ao variar o0 QD pode-se obter respostas melhores bem como também variando o tamanho
da cadeia carbonilica da monocamada auto organizada ancorada sobre a superficie do eletrodo

de ouro.

- Conseguiu-se caracterizar o sistema por voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica.

- Conseguiu-se quantificar a mangiferina pelas técnicas de voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial. Na voltametria ciclica analisou-se 0s picos de corrente nas concentracdes de
3 umolL? a 30 pmolL? de mangiferina, na voltametria de pulso diferencial analisou-se 0s
picos de corrente nas concentragios entre 1 pmolL™ e 30 pumolL™ de mangiferina.

- Trabalhou-se em uma faixa de concentracdo menor que trabalhos relatados na literatura.

- Conseguiu-se uma Otima correlacdo com as andlises de espectroscopia de UV-Vis e
fluorescéncia.

- O valor da constante de formacgdo (Kr) do primeiro sistema foi igual a 1,67 X 10° Lmol?,
um valor 2,15 maior que o relatado na literatura

- O microssistema desenvolvido interligou a nanotecnologia e a microfluidica, gerando uma
boa resposta e conseguiu-se detectar a mangiferian em uma concentragdo de 50 pmolL™?

- O microdispositivo mostrou ter um grande potencial para se transformar em um produto
final e gerador de uma patente.

- O segundo sistema desenvolvido também teve uma resposta deteccdo eficiente, porém foi
menor que o primeiro sistema. Conseguiu-se gerar uma resposta eletroquimica nas
concentragdes de 7 pmolLt a 70 pmolL! para a voltametria ciclica, e para voltametria de
pulso diferencial conseguiu-se gerar uma resposta eletroquimica nas concentraces de 2
pumolL?t e 70 pmolL™.

- Para tal complemento do trabalho microscopia de MEV e MET viriam a embasar mais 0s
dados obtidos
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As perspectivas futuras do trabalho sdo variacdo da cadeia carbonilica ancorada ao
eletrodo de ouro e variagcdo do quatum dot utilizado, bem como variar a molécula modelo
utilizada para analitos mais nobres como por exemplo: a dopamina, o acido ascorbico e o

acido urico. Posteriormente pretende-se realizar a submissdo de um pedido de patente.
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