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LISTA DE ABREVEATURAS E SIGLAS

NTiO, — nanotubos de didxido de titanio;

GOx - enzima glucose oxidase;

MEV — Microscopia eletronica de varredura;

VC - Voltametria ciclica;

PET/ITO - filme dupla face, a qual possui um lado condutor (ITO - éxido de indio

dopado com estanho) e outro ndo condutor (PET — polimero).



RESUMO

Biossensores sado ferramentas de uso imprescindivel na area médica por
apresentarem diversas aplicagdes, envolvendo uma demanda por um sensor
especifico. Os biossensores eletroquimicos sao os mais comuns e estudados para o
uso em analises clinicas e se baseiam no preparo de eletrodos quimicamente
modificados com materiais biolégicos imobilizados. A enzima urease, devido a sua
alta especificidade, estabilidade e baixo custo tem tido destaque em estudos para
atuacdo em biossensores para detecgdo de ureia, atuando como catalisador
altamente eficiente durante a hidrdlise da mesma. A construcido de biossensores
para detecgédo de ureia é de extrema importancia, pois se trata de um bioproduto
monitorado no sangue como indicador de fungédo renal e um elevado nivel causa
insuficiéncia renal. Dessa forma, estudiosos tém buscado substéncias como o
diéxido de titénio (TiOz), pigmento branco, estavel quimicamente, atoxico e de custo
relativamente baixo para a constru¢éo de biossensores. Sendo assim, os objetivos
abordados neste trabalho tém como intuito, a partir de rotas classicas ja
estabelecidas em literatura e outras adaptadas, realizar e preparar nanotubos de
dioxido de titanio através da rota hidrotérmica e realizar a imobilizacdo da urease na
superficie desses nanotubos. Os resultados demonstraram que, ainda, sera
necessario realizar uma nova adaptagao na sintese para a preparagao do nanotubos
de TiO, pois ndo houve a sua formagédo. Embora houvesse a tentativa de adaptacao
da uma nova sintese, os materiais para a preparagao de nanotubos de TiO,, via
anodizagao eletroquimica, ndo chegaram em tempo habil. Com o intuito de realizar a
imobilizagdo de urease no material inorganico de TiO,, testes eletroquimicos de
voltametria ciclica foram realizados e foi observado que o material contendo
TiOy/urease, em presenga de ureia, apresentou um comportamento puramente

capacitivo.



1. INTRODUGAO

1.1 Sensores Quimicos

Nos ultimos anos, os sensores quimicos tém atraido atencao significativa em
diversas areas como no processamento de alimentos, no meio ambiente, na
agricultura, em diagndésticos médicos. [1]. Desta forma, as atividades de pesquisa
estdo direcionadas no desenvolvimento de materiais e tecnologias de detecgéao que
atendam as caracteristicas essenciais, incluindo seletividade, sensibilidade a limites
de deteccdo mais baixos, tempo de resposta mais curto possivel, baixo custo de
fabricacao, robustez e portabilidade [2].

Os sensores podem ser definidos como dispositivos que recebem e
respondem a um sinal ou estimulo, podendo ser encontrados desde em organismos
vivos, caracterizando sensores naturais, até os fabricados pelo homem,
caracterizando os sensores artificiais. O objetivo do sensor é responder a algum tipo
de propriedade fisica de entrada, um estimulo, e converté-lo em sinal elétrico
compativel com circuitos eletrénicos. Este sinal de saida pode ser na forma de
potencial, corrente e carga elétrica [3]. Os sensores quimicos transformam a
informacdo quimica, desde a concentragdo de um componente especifico a
composigdo total, em um sinal analiticamente util possuindo como componentes
basicos um receptor e um transdutor fisico-quimico, conforme Figura 1.1 [4].

Uma analogia ao sistema biologico € usualmente realizada para identificar
como € construido um sensor quimico, sendo ilustrada na Figura 1.1. No organismo
vivo, o 6rgao sensor recepta o estimulo que é transformado em sinal elétrico. Este
sinal é conduzido e amplificado pelas células nervosas (neurbnios) na forma de
pulsos de potencial. No cérebro, a informagcdo ¢é avaliada e posteriormente
executada. Na comparagdo de como adquirem e processam oS sinais, 0s
organismos vivos e sensores artificiais possuem grande semelhanga. No ultimo,
encontra-se um receptor que responde aos parametros ambientais por mudanca de
algumas de suas propriedades inerentes. Em seguida, esta informacéo é
transformada em sinal elétrico por um transdutor. Nos sensores mais modernos,
encontram-se partes que amplificam o sinal. E por fim, o sinal é processado por um
computador, assim como no cérebro do sistema bioldgico [4].
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Figura 1.1: Analogia do processamento do sinal em sensores quimicos com o

organismo vivo. Adaptado de [4].

Desta forma, os sensores quimicos sao constituidos de duas partes
fundamentais: parte receptora e parte transdutora. Na parte receptora, a informacéao
quimica é transformada na forma de energia. J& a parte transdutora é capaz de
transformar esta forma de energia em um sinal analiticamente util [5]. A parte
receptora dos sensores quimicos pode ser baseada em varios principios de

deteccgao:

e Fisico: consiste na medida de, por exemplo, absorbancia, condutividade,
dentre outros;

¢ Quimico: baseado na reacado quimica com o analito de interesse;

e Bioquimico: em que um processo bioquimico € a origem do sinal analitico.
Sensores com esta caracteristica constituem um subgrupo conhecido como

biossensores.

O uso dos sensores tem se expandido enormemente nos ultimos anos, e de

particular interesse os biossensores.



1.2 Biossensores

O termo biossensor foi introduzido por Leland C. Clark Jr. em 1956 [8] com a
invencao do eletrodo amperométrico de oxigénio. Clark realizou intensos estudos na
deteccdo de diferentes analitos pela modificacdo deste eletrodo com enzimas.
Assim, em 1962, Clark e Lyons [8] construiram um sensor de glicose em que este
eletrodo era envolto por uma membrana de diadlise com a enzima glucose oxidase
(GOx) imobilizada [6, 7]. Este biossensor, conforme Figura 1.2, é baseado no fato
de que a GOx catalisa a oxidagdo da glicose em &acido gliconico [8]. O oxigénio
dissolvido na solugcdo entre os eletrodos é reduzido, e a corrente resultante é
proporcional a concentracdo de oxigénio, que é diretamente proporcional a

concentragéo de glicose.
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Figura 1.2: Biossensor de glicose baseado no eletrodo de oxigénio de Clark
Adaptado de [8].

Mais tarde, Updike e Hicks [6] adaptaram ao biossensor de Clark e Lyon [8]

um segundo eletrodo de O para corrigir variagdes de oxigénio na amostra.



Assim, o eletrodo de Clark foi um consideravel ponto de partida para o estudo
destes dispositivos, e desde entdo, a busca pelo desenvolvimento de novos
biossensores para um crescente numero de aplicacbes nas areas de saude, meio

ambiente e alimentagao torna este mercado promissor [7, 9].

1.2.1 Caracteristicas dos Biossensores

O biossensor é formado basicamente por dois elementos intimamente
associados: componente biolégico ou bioreceptor e o transdutor, conforme Figura
1.3. O componente bioldgico tem a finalidade de detectar a substancia de interesse
(analito) por meio de uma reacgao bioquimica gerando um sinal, que pode ser uma
variagdo na concentragdo de protons, liberagdo de gases, emissdo ou absorgcéo de
luz, variacdo de massa, mudanca de estado de oxidagao, entre outros. O transdutor
converte este sinal em uma resposta quantificavel proporcional a concentragdo do

analito, do tipo corrente, potencial, variacdo de temperatura, entre outras [11].

Analito Transdutor

Sinal Sinal
e \ fisico-quimico elétrico
e e I
» &1 !

Biomolécula Processamento
imobilizada do sinal

Figura 1.3: Elementos de um biossensor.

Dentre as caracteristicas esperadas de um biossensor, as mais importantes
sdo: seletividade, baixo custo e facilidade na construgdo, potencial para
miniaturizagdo, resposta rapida, potencial de automacdo e construcdo de

equipamentos simples e portateis [12], como mostrado na Figura 1.4 abaixo.
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Figura 1.4: Esquematizagdo das caracteristicas esperadas de um biossensor [12].

O que diferencia os biossensores dos demais sensores quimicos e métodos
analiticos convencionais é a especificidade ou seletividade da analise. Isso se deve
ao componente biolégico, onde sua interagdo com o substrato € altamente
especifica, evitando interferéncias de outras substancias, como acontece em outros
metodos analiticos. A seletividade do biossensor € a habilidade para discriminar um
entre diferentes substratos [13].

A necessidade de produtos quimicos e reagentes pode ser drasticamente
reduzida quando sdo empregados biossensores. Isso faz destes uma alternativa
promissora, de baixo custo de operagao e manutengao [14]. Outra caracteristica é a
portabilidade dos biossensores, com possibilidade de determinar os analitos
diretamente em amostras complexas, ndo necessitando de longos e custosos pré-
tratamentos. Isso se deve em especial a tendéncia de miniaturizagao, principalmente
na area biomédica, pois as amostras bioldgicas estdo disponiveis em pequenas
quantidades, e danos ao tecido devem ser minimizados em caso de monitoramento
“in vivo” [10]. A seguir, na Tabela 1.1 é apresentada uma comparagcdo das

caracteristicas dos biossensores em relacdo aos métodos analiticos convencionais.



Tabela 1.1: Comparagdo das caracteristicas dos biossensores com os métodos
analiticos convencionais. Adaptado de [17].

Vantagens Desvantagens
e Preparagdo minima de amostras; Baixa estabilidade do material
e Analise direta; bioldgico;
¢ Facilidade de utilizagao; Determinacdo de um Unico
e Portabilidade; analito;
e Uso de pequena quantidade da Pouca disponibilidade comercial.

amostra;
Baixo custo;
Resultados rapidos.

Vantagens Desvantagens
o Estabilidade bioldgica sem Preparo e concentracdo prévia
restricao; da amostra;
e Determinacéo de analitos Necessidade de pessoal
variados; capacitado;

Disponibilidade comercial.

Metodologia laboratorial;

Uso de grande quantidade de
amostra;

Alto custo;

Maior tempo de analise.

1.2.2 Classificagdo dos Biossensores

com varios tipos de transdutores. Um

Nos biossensores, diferentes elementos biolégicos podem ser combinados

resumo de elementos biologicos e

transdutores usados na fabricacdo de biossensores sao apresentados na Tabela

1.2.

A maneira como o transdutor enxerga o sinal, depende de como a

imobilizacdo do elemento de biorreconhecimento é feita, para que ele continue ativo

por certo periodo em determinadas condigdes ambientais, como pH e temperatura.

Logo,

€ de grande

importdncia a escolha adequada do elemento de

biorreconhecimento, do método de imobilizagdo e do método de transducéo.



Tabela 1.2: Elementos biolégicos e transdutores utilizados para fabricagédo de
biossensores. Adaptado de [5].

e Enzimas Eletroquimicos

¢ Antibidticos e Amperomeétrico

e Receptores » Potenciomeétrico:

e Células v lon seletivo

e Membranas v Transistor de efeito de
e Tecidos campo (FET)

e Organismos . Condutimétrico

e Organelas Optico _

o Acidos Nucléicos e Fibra optica

e Moléculas organicas e Ressonéncia de superficie de

plasma (SPR)

e Fibra 6ptica SPR
Calorimétrico

e Conducao de calor

e |sotérmico
Acustico

¢ Onda acustica de superficie

¢ Microbalanca piezocristal

1.2.2.1 Elemento biolégico
Os elementos de reconhecimento biolégico podem ser agrupados de acordo o
tipo de interagdo com o analito alvo. E esta interagdo que assegura a seletividade

dos biossensores [10].

e Biocatalisadores: enzimas, microorganismos e tecidos. Este grupo catalisa

reagcdes bioquimicas, atuando na redu¢do ou no aumento da energia de
ativagdo de uma reagao quimica;

e Bioligantes ou bioafinidade: anticorpos, acidos nucléicos e lectinas. Estas

moléculas tém sua atividade associada a algum tipo de interagdo com uma

biomacromolécula.

Na escolha do elemento de biorreconhecimento, algumas observagdes devem
ser feitas acerca deste, como a disponibilidade de sitios reativos para reagir ou

interagir com o analito ou substrato, a estabilidade no meio em que a detecgao sera
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realizada, além das condicbes de medicdo e possibilidade de
modificagao/imobilizagdo nos transdutores ou suportes sem afetar o seu
desempenho [18].

Uma das caracteristicas essenciais para um biossensor é a sua habilidade em
discriminar um entre diferentes substratos. Desta forma, as enzimas foram e
continuam sendo o elemento de reconhecimento biolégico mais empregado na

construcao de biossensores, formando o biossensor enzimatico.

1.2.2.2. Elemento transdutor

Na escolha do transdutor deve-se verificar sua adequagao para adaptagéo do
material biolégico, sendo capaz de detectar qualquer variagdo que ocorra durante a
reacdo bioldgica. De acordo com o tipo de transdutor utilizado, o biossensor é
classificado como piezoéletrico/gravimétrico, eletroquimico, impedantiométrico,
optico e térmico [5].

O biossensor Optico é baseado na medigdo de luz absorvida ou emitida como
consequéncia de uma reagao bioquimica. As ondas de luz sdo guiadas por meio de
fibras Opticas para detectores apropriados. Estes biossensores apresentam o
inconveniente por ndo serem aplicaveis em meios turvos. O biossensor térmico ou
biossensor calorimétrico detecta um analito em fungao do calor desenvolvido devido
a reagao bioquimica do analito com a enzima adequada. Biossensores térmicos nao
podem ser usados em sistemas com mudanca de calor pequena, e ndo sao faceis
de manusear. Os biossensores piezelétricos operam com o principio de geragao de
dipolos elétricos ao submeter um cristal natural anisotropico ao estresse mecénico. A
absorcao do analito aumenta a massa do cristal e altera a sua frequéncia basica de
oscilagao [19].

Os biossensores baseados em transdutores eletroquimicos sao os mais
empregados, pois apresentam resposta rapida, possuem a vantagem de serem
econdmicos e a possibilidade de automacao permitindo sua aplicagdo em um grande
numero de amostras [20, 21]. Dependendo da propriedade eletroquimica a ser
medida pelo sistema detector, os biossensores eletroquimicos podem ser divididos

em amperomeétricos, condutimétricos ou potenciométricos [22].
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e Biossensor amperométrico: A amperometria se baseia na medi¢ao da

corrente resultante de uma reacéo redox de espécies eletroativas. E realizada
através da manutencédo de um potencial constante baseado em um eletrodo
de trabalho em relagédo a um eletrodo de referéncia. A corrente resultante é
diretamente correlacionada com a concentracdo em massa do analito [11].

O biossensor amperométrico € mais rapido, mais sensivel, ndo precisa
esperar que o equilibrio termodinamico seja obtido e apresenta baixo custo
devido a simplicidade dos dispositivos e instrumentos.

e Biossensor condutimétrico: O transdutor condutimétrico mede a variagdo da

condutividade do eletrdlito em uma célula eletroquimica [3]. Desta forma,
utilizam-se principalmente enzimas que produzem ou consomem especies
ibnicas, em suas reagdes bioquimicas, alterando a condutividade global da
solugdo. Por esses sinais serem de magnitude pouco estavel, e de depender
fortemente da temperatura, poucos biossensores condutimétricos tem sido
desenvolvidos [20].

o Biossensor potenciométrico: A medicdo potenciométrica baseia-se na

determinacdo da diferenca de potencial entre um eletrodo indicador e um
eletrodo de referéncia, ou dois eletrodos de referéncia separados por uma
membrana seletiva, quando n&o ha corrente significativa fluindo entre eles [3].
Os biossensores potenciométricos baseados em ions-seletivos (ISE)
desenvolvem um potencial no eletrodo de trabalho por acumulagdo de carga
aumentando a densidade de carga na superficie do eletrdlito. Assim, em
biossensores baseados em enzimas, por exemplo, espécies quimicas ou ions
sdo produzidas ou consumidas pelas enzimas durante a reagao catalitica.
Consequentemente, uma diferenca de potencial é criada entre o eletrodo de
referéncia e o eletrodo de ion-seletivo ou de trabalho, sendo transformada em
um sinal mensuravel [22].
Desta forma, a escolha adequada do transdutor, também constitui uma etapa
chave no desenvolvimento do biossensores, pois estd em intimo contato com o

elemento bioldgico [23].
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1.2.3 Biossensores eletroquimicos baseados em enzimas

As enzimas sao catalisadores bioldgicos com alta massa molar formadas por
longas cadeias de aminoacidos, constituindo, portanto, um tipo de proteina natural.
Elas aceleram as reacgdes quimicas promovendo o alcance do equilibrio sem altera-
las, através da diminuicdo da energia de ativagcdo. Esta habilidade catalitica das
enzimas € devido a sua estrutura proteica. As enzimas possuem o sitio ativo, que
corresponde a uma pequena porgao de sua superficie. O sitio ativo contém um
grupo prostético, que frequentemente é constituido de um ou mais atomos de metal.
Desta forma o sitio ativo é o responsavel por catalisar reagdes quimicas especificas
[8, 24, 25].

Um aspecto muito importante em enzimas é sua atividade catalitica ou
atividade enzimatica. Uma unidade (U) de atividade € a quantidade de enzima que
converte 1 ymol de substrato (S) em produto (P) em 1 minuto, sob condigbes
especificas de temperatura e pH. A atividade especifica € o numero de unidade em
1 mg de proteina [26].

O mecanismo de acio de diversas enzimas tem sido estudado. Dentre eles, o
mais comum € o de Michaelis e Menten, que envolve um unico substrato se
transformando em um unico produto. Inicialmente, admite-se que a enzima e o
substrato reagem reversivelmente, formando um complexo enzima-substrato, que
por sua vez, ou se decompde ou reage com outra substancia, liberando a enzima

livre, conforme Equagao 1.1:

Kq K,
E+S_ ES—E+P Equacéo 1.1

K-q

onde E é a enzima, E.S é o complexo enzima-substrato, P € o produto e K é a

constante de velocidade.

Em 1984, Emil Fisher propds o tipo de interagdo que ocorre entre a enzima e
seu substrato, com o propdsito de explicar a agcdo enzimatica [27]. Este modelo

estabelece que o sitio ativo da enzima e o substrato possuem formas geométricas

14



semelhantes, onde o substrato se encaixa perfeitamente ao sitio ativo da enzima. A

Figura 1.5 ilustra o processo.

- < Substrato Produte >
A 4 7
f /

|Il§ F - |:
Enzima Complexo [E.S] Complexo [E.P]

Figura 1.5: Modelo para a agdo enzimatica.

Dentre as vantagens do uso de enzimas em biossensores, incluem-se a sua
natureza biorrenovavel, a capacidade de modificar as propriedades cataliticas ou
especificidade do substrato por meio da engenharia genética, e amplificacdo
catalitica da resposta do biossensor pela modulacdo da atividade da enzima em
relacdo ao analito alvo [28].

Na aplicagdo de biossensores enzimaticos, devem-se verificar alguns fatores
que afetam a estabilidade das enzimas, no que diz respeito a variacdo das
condigbes fisico-quimicas do meio reacional. Esta desvantagem pode ser
contornada usando as condi¢gdes adequadas de pH e temperatura, além da escolha
adequada do método de imobilizagdo em transdutores e, mais recentemente em

estruturas biocompativeis, que garantam a manutencgao da atividade enzimatica [20].

1.3 Imobilizagao do elemento biolégico

Cada enzima ¢é unica em suas caracteristicas e isto influencia na escolha do
procedimento de imobilizacdo. Entretanto, a obtencdo de um biocatalisador com
estabilidade operacional depende da estabilidade do suporte e do tipo de amostra, a
qual pode conter diferentes ativadores e/ou inibidores. Como n&o existe um método

ideal ou procedimento geral para a imobilizagdo do componente bioldgico, a
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diversidade de métodos existentes permite a escolha de um que promova uma
melhor imobilizacdo e menor perda de atividade enzimatica [29, 30].

Scouten (1987) considera que todos os métodos possuem vantagens e
desvantagens que precisam ser ponderadas e investigadas para todos os
biocatalisadores e reagado enzimatica. Por este motivo, € necessario escolher o
procedimento mais simples e barato, que resulte em uma imobilizacdo com boa
retencao da atividade e alta estabilidade operacional, para cada aplicacéo de enzima
imobilizada. Varias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar ou confinar as
enzimas em suportes solidos, estando baseadas em mecanismos fisicos e quimicos.

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, facilitar a separagdo dos produtos e
aumentar a estabilidade em relagédo a temperatura e a solventes organicos [32].

Varias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar ou confinar as enzimas
em suportes solidos, estando baseadas em mecanismos fisicos e quimicos. Entre os
métodos de imobilizacdo estido: retencéo fisica, que consiste no confinamento das
moléculas da enzima em matriz polimérica, microcapsula ou membrana; a
imobilizagdo por ligagdo da enzima a um material insoluvel, e pelo uso de um
reagente multifuncional por ligagdes cruzadas [33], conforme pode ser verificado na

Figura 1.6.

|  METODOS PARA IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS |

|

Ligagao a Retengio Fisica Ligagao
Suportes : Cruzada
i 7 ¥
; TN\ €
CIN% b B
IEm matriz I IEm microcapsula I [ Em membrana |

— F&dsogcio Fisica I

= | Ligagao Covalen‘te]

li.tga;aa- Iénica ]

Figura 1.6: Métodos para imobilizacdo de enzimas. Adaptado de [34].
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1.3.1 Imobilizagdo por Adsorgéo Fisica

O método de adsorcéo fisica € considerado o método de imobilizacdo mais
simples e baseia-se na adsorcdo fisica da enzima na superficie de suportes
insollveis. A enzima fica retida na superficie do suporte insoluvel que se encontra
em meio aquoso, por meio de interagdes de Van der Waals, interagdes hidrofdbicas,
ligacbes de hidrogénio e interagbes especificas. Este método promove pouca
perturbagdo sobre a estrutura nativa da enzima, porém, apresenta como
desvantagem a dessor¢ao da enzima durante sua utilizagao [30, 35, 36].

O procedimento consiste em misturar a enzima e o material do suporte em
condig¢des apropriadas e apds um tempo de contato, é feita a separagédo do suporte
imobilizado da solugdo em que ele se encontra, por centrifugagdo ou filtracdo. A
atividade da enzima imobilizada aumenta com a concentragdo da enzima,
aproximando a um valor de saturagdo a altas concentragdes de enzimas. A maior
desvantagem desse método ¢é a ligagao fraca entre enzima-suporte e a preocupagao
com as condi¢des de temperatura, pH, forga idnica e tipo de solvente estar ou néo
em condi¢cdes otimas para ndo haver dessor¢cao da enzima durante sua utilizacao
[37].

1.3.2 Imobilizagdo por Ligagdes Covalentes

Imobilizagdo de enzimas por ligagdo covalente € o método mais interessante
para a industria [38]. Este método de imobilizacdo consiste na retencdo da enzima
na superficie do suporte pela formagao de ligagcdes covalentes. As moléculas de
enzima se ligam ao suporte através de certos grupos funcionais, tais como amino,
carboxila, hidroxila, e grupos sulfidrilos.

A selecéo das condi¢bes para imobilizagao por ligagdo covalente € mais dificil
do que em outros métodos de ligagdo enzima-suporte. Para alcangar eficiente
ligacdo a funcionalidade do suporte e da enzima, deve-se fazer a ativagao do
suporte antes da imobilizagdo. Os grupos funcionais do suporte sdo geralmente
ativados utilizando reagentes quimicos, tais como, brometo de cianogénio,

carbodiimida, e glutaraldeido [39].
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As condi¢cdes de reacao requeridas para a formagado dessas ligagdes
geralmente n&o s&o brandas. Em alguns casos, a ligacdo altera a estrutura
conformacional da enzima e o centro ativo da mesma, resultando em diminuicédo da
atividade e mudanca de especificidade de substrato. Por outro lado, como a ligagéo
covalente é forte, a enzima imobilizada é estavel e ndo ocorre perda da enzima para
a solugdo, e assim pode influir na alta resisténcia a temperaturas, a agentes
desnaturantes e a solventes organicos em geral [37].

A grande variedade de processos covalentes de imobilizagdo e de matrizes
com grupos quimicos capazes de participarem diretamente ou serem ativados para
formar as ligagbes, faz desse método uma aplicagdo quase geral. A maior
dificuldade é o conhecimento da estrutura da enzima, o que dificulta o
estabelecimento de uma regra geral para a imobilizagdo. Dentre os 20 aminoacidos
encontrados na estrutura proteica da enzima, os mais reativos para a formacgao da

ligac&o covalente com o suporte séo lisina, cisteina, tirosina e histidina [40].

1.3.2.1 Ligagé&o covalente multipontual

A ligagédo covalente multipontual consiste na imobilizagdo e estabilizagdo da
enzima através da formacgéo de ligagdo covalente entre grupos amino da enzima (-
NH;), e grupos aldeido do suporte. Esses grupos aldeido que se encontram
ligeiramente afastados da superficie do suporte, sao introduzidos através de sua
ativagdo prévia, e tornam o suporte fortemente eletrofilico para se ligar aos grupos
doadores de elétrons dos aminoacidos da superficie da enzima. O ligeiro
distanciamento dos grupos aldeido provocado pela ativagao permite a formagao de
ligacbes multipontuais — bases de Schiff - entre enzima e suporte, ligagdes
adicionais que sdo menos estaveis, porém que aumentam consideravelmente a
estabilidade do derivado obtido, em relagao a enzima livre [29, 41].

Guisan (1988) apontou as razbes para escolher os grupos amino dos
residuos de lisina da enzima e o grupo amino terminal para a imobilizagdo
multipontual em suportes ativados. Primeiro, porque a maioria das enzimas
apresentam muitos residuos de lisina que nao estdo envolvidos no centro catalitico.
Segundo, porque os grupos amino sao polares e geralmente expostos ao meio na

superficie da enzima. Guisan (1988) ainda afirma que a ligagao unipontual enzima-
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suporte é reversivel, mas a imobilizagao torna-se irreversivel quando ocorre através
de dois ou mais pontos de ligacao.

A ligagdo covalente multipontual promove o enrijecimento da estrutura da
enzima imobilizada e reduz mudangas conformacionais envolvidas na sua
inativagcao, conforme apresentado na Figura 1.7 [42, 43]. A imobilizagdo de enzimas
com ligagao covalente multipontual tem sido citada por diversos autores, como uma
maneira de aumentar a estabilidade em relagdo a enzima livre [29, 44, 45], sendo

também capaz de alterar a especificidade e seletividade.

Imaobilizagdo Covalente Imobilizagdo Covalente
Unipontual Multipontual

Enzimando enrijecida Enrijecimentoda Enzima

Figura 1.7: Efeito da imobilizagao na estabilidade da enzima [29].

1.3.3 Ligagéo Cruzada

Além de enzimas imobilizadas em diversos suportes, estudos tém sido
realizados objetivando a obtencdo de enzimas livres de suporte. Tais
biocatalisadores sao obtidos utilizando o método de imobilizagéo por ligagao cruzada
direta em diferentes preparagbes como enzima dissolvida, enzima cristalizada,
enzima liofilizada e enzimas fisicamente agregadas [46].

A ligacdo cruzada é um método livre de suporte e as enzimas estéo ligadas

umas as outras ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura
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tridimensional complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos ou quimicos. Quando
obtidas por métodos quimicos sdo resultantes das ligagdes covalentes entre as
enzimas e sao favorecidas pelo uso de agentes bi ou multifuncionais, obtendo-se
uma enzima quase pura [47].

Entre os agentes de ligacdo cruzada mais usados esta o glutaraldeido, que
induz a autoreticulagdo das enzimas, resultando assim, na formagao de uma rede
tridimensional de moléculas de enzima como pode ser observado pelo mecanismo

de reagao apresentado na Figura 1.8 [37].

NH, +| HCO- (CH,),—HCO

H

N=C—{CH,);— HCO

Proteina
NH,

H H
- N=C-(CH,),—C—N —Proteina

Figura 1.8: Mecanismo de reagao de cross-linking com glutaraldeido [48].

Como desvantagem do método esta a necessidade de grande quantidade de
enzima, resultando em baixas retencdes da atividade e baixa estabilidade mecéanica,
o que dificulta sua aplicagao industrial, além de pouca reprodutibilidade. Como
alternativas ao método convencional foram desenvolvidos os métodos por ligagao
cruzada utilizando-se de enzimas cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes crystals)
e o método de formagdo de agregados fisicos, por precipitacdo, e subsequente
entrecruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme aggregates) das enzimas do
agregado [47]. O uso dos CLEAs tem atraido a atengdo, por sua simplicidade,
extensa aplicagéao, alta estabilidade e preservacao da atividade [49, 50].

20



Alguns fatores influenciam na retencdo de atividade e de estabilidade das
enzimas imobilizadas por ligagdo cruzada, tais como o meio de imobilizagdo, a
natureza e a quantidade dos agentes ligantes e precipitantes utilizados, temperatura,
pH e forca ibnica. Como ndo ha presenga de suportes, as enzimas se suportam em
seus aglomerados, o que tornam aquelas que ficam no centro do aglomerado
inativas. Essa perda de atividade para formar aglomerados faz com que esta técnica
tenha baixa atividade recuperada. Apesar de terem elevada estabilidade a altas
temperaturas e a solventes organicos, os aglomerados possuem baixa estabilidade
mecanica, além de baixa reprodutibilidade, visto que as interagdes ocorrem ao acaso
[39, 46].

Algumas aplicagdes industriais tem se restringido ao uso de ligagdes
cruzadas combinado com outros métodos de imobilizagdo, como por exemplo, a
ligacdo ibnica seguida de ligagcdo cruzada entre as moléculas da enzima com
glutaraldeido, é realizada para melhorar a estabilidade da proteina imobilizada e

para obter enzimas imobilizadas com maior atividade [29, 39].

1.4 Urease

As ureases (ureia amidohidrolases; EC 3.5.1.5) sdo enzimas dependentes de
niquel, que catalisam a reag&o de hidrdlise da ureia a duas moléculas de amoénia e
uma de didéxido de carbono, como mostrado na Figura 1.9. Apresentam ampla
distribuicdo em plantas, fungos e bactérias, mas n&o séo sintetizadas por animais
[51].

H,N = €0 NH, 4+ H,0 —— NH; + H,N - C0— 0H (1)
H,N - €0 - 0H+ H,0 - NH; + H,C0,(2)
H,C0; & H + HCO; (3)
2NH, + 2H,0 & 2NHf + 20H (4)

Figura 1.9: Esquema de hidrélise da ureia catalisada pela enzima urease (1),
reacao a clivagem da ureia, pela urease, produzindo uma molécula de amoénia e
uma de acido carbamico (2); a decomposigao esponténea do acido carbamico em
amonia e acido carbdnico (3); a hidrdlise do acido carbdnico, que se tornam
protonadas, gerando ions amdnio e hidroxila (4) [52].

21



A Figura 1.10 mostra a molécula da urease composta por histidinas e
coordenada por dois atomos de Ni. A estrutura cristalina do centro ativo da urease
contém duas moléculas de agua e é coordenada a um grupo-OH. A especificidade

da enzima esta intimamente relacionada a forma do seu centro ativo.
I
I ra

NHIIS \ O = = o
“,_1.1\'11 -_._LO '_._-r-'NII AHEEL NH]S
Nyis ‘ |

HyO H,O \H/HSP

Figura 1.10: Molécula de urease.

Nhis

De acordo com a molécula da urease, o primeiro centro metalico de Ni da
urease é coordenado a dois atomos de nitrogénio histidinicos e a um atomo de
oxigénio do aminoacido lisina. A ureia coordena-se durante a reacdo de catalise na
posicdo, provavelmente ocupada por uma molécula de agua. A esfera de
coordenagdo do segundo atomo de Ni é composta por dois atomos de nitrogénio
histidinicos e por trés atomos de oxigénio, sendo dois deles provenientes de
residuos dos aminoacidos aspartato e lisina e um proveniente de uma molécula de
agua [54, 55].

Um dos mecanismos propostos para a catalise da ureia pela urease esta
mostrado na Figura 1.11, onde ocorre a eliminagdo de duas moléculas de H,O pela
urease. Em seguida, o atomo de Ni (1) polariza o grupo carbonila da ureia e ativa o
carbono para um ataque nucleofilico. O atomo de Ni (2) liga-se um grupo-OH por
meio do ataque do grupo-OH ao carbono parcialmente positivo da carbonila da
molécula de ureia. O grupo amina, NH;, da ureia é protonado pela histidina e é
eliminado, formando acido carbamico que, por sua vez, forma aménia e CO; [56], de

acordo com a reagao da Figura 1.11.
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Figura 1.11: Mecanismo de catalise da ureia pela urease.

Tanto a ureia quanto a urease representam marcos importantes na histéria da
Bioguimica. A ureia foi isolada da urina humana em 1773, por Hillaire Rouelle, e foi
a primeira molécula orgéanica a ser sintetizada a partir de compostos inorganicos, por
Wohler, em 1828 [57]. Em 1926, James B. Sumner cristalizou a urease a partir de
sementes de Canavaliaensiformis (jackbean ou feijao-de-porco) sendo este trabalho
de importancia fundamental ao demonstrar, pela primeira vez, que enzimas sao
proteinas e que podem ser cristalizadas. O trabalho pioneiro de Sumner foi
reconhecido com o Prémio Nobel em Quimica de 1946, pela “descoberta de que
enzimas podem ser cristalizadas”. A urease do feijao-de-porco fez historia
novamente em 1975, quando o grupo de Burt Zerner demonstrou que a enzima
possuia ions de niquel em seu sitio ativo, essenciais para catalise, tendo sido essa a

primeira demonstragao de um papel biolégico para o niquel [57].

Atualmente a urease é utilizada em procedimentos de diagnédsticos clinicos,
na determinagao de ureia em fluidos biolégicos como urina e sangue. A hidrdlise da
ureia, empregando essa enzima como biocatalisador, na temperatura de 20°C, é até
1014 vezes mais rapida que a hidrdlise realizada em meio acido a uma temperatura
de 60 °C [58]. A urina humana é constituida de 2 a 5% em ureia. Essa € a forma

utilizada pelo metabolismo do organismo para eliminar os residuos nitrogenados
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indesejaveis produzidos a partir das proteinas. Atualmente, a ureia é utilizada como
suplemento na alimentacdo de animais, na agricultura (como fertilizante), na

fabricagao de plasticos, na industria farmacéutica, entre outros [59].

1.5 Sintese e preparag¢ao dos nanotubos de Diéxido de Titanio

Apds as sinteses dos nanotubos de carbono, outros tipos de nanotubos
comegaram a ser sintetizados com sucesso, dentre eles os nanotubos de didéxido de
titnio. No ano de 1996, Hoyer apresenta os primeiros registros de sintese de
nanotubos de TiO, por meio de um processo denominado de método de replicagao
[60].

Neste processo um molde de polimero adequado para a formagdo de
nanotubos de didéxido de titdnio foi obtido, a partir da estrutura que ocorre
naturalmente de oxido de aluminio poroso. A estrutura tubular foi formada pela
deposig¢ao eletroquimica no molde. Apds a dissolugdo do polimero, nanotubos de
diéxido de titanio foram obtidos e caracterizados. Os nanotubos obtidos, segundo o
autor, possuiam o didmetro de 70 a 100 nm [60]. O método de replicacdo envolve
varias etapas, o tornando dificil, de alto custo e gerando somente nanotubos de
grande comprimento [61]. A Figura 1.12 trata-se de uma microscopia dos nanotubos

de dioxido de titanio sintetizados por Hoyer.

Figura 1.12: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos nanotubos de TiO

sintetizados [60].
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Apos dois anos a publicacdo de Hoyer, Kasuga e colaboradores no ano de
1998 conseguiram sintetizar nanotubos de TiO, a partir do rutilo. Utilizando uma
solugdo de hidroxido de sodio a uma temperatura de 110 °C seguido por uma
lavagem com solugéo de acido cloridrico [62]. Esta sintese realizada por Kasuga [62]
€ denominada de sintese hidrotérmica. O processo de sintese hidrotérmico, segundo
Bavykin, passa pelos estagios de esfoliamento de multicamadas nanométricas,
desbalanceamento na espessura de multicamadas causando a curvagéo por tensao
mecanica [63]. Este tipo de sintese tem sido bastante utilizado por varios
pesquisadores. Yao e colaboradores no ano de 2002, a partir da anatase produziu
nanotubos de TiO, com aproximadamente 10 nm de didmetro [64]. Yuan e
colaboradores em 2004 sintetizaram nanotubos de 8 a 10 nm de didmetro e de 10 a
100 nm de comprimento [65]. Segundo Wu e colaboradores em 2005, por meio da
sintese hidrotérmica perceberam a formacdo de nanotubos de multicamadas
(multiwalls) de diametro de 8 a 12 nm e comprimentos de 200 a 1000 nm [66]. A
Figura 1.13, mostra nanotubos de dioxido de titdnio obtidos através da sintese

hidrotérmica.

500 nm

Figura 1.13: MEV de nanotubos de diéxido de titdnio obtidos a partir da sintese

hidrotérmica: (a) Vista superior (b) Vista lateral. Adaptada de [66].

Além do processo hidrotérmico, outras rotas de sintese sao citadas em
pesquisas com a finalidade de formar os nanotubos de TiO,, dentre elas o método
template ou também chamado como método sol-gel [67, 68]. Kang consegue a

sintese de nanotubos bem alinhados com 295 nm de didmetro e 6000 nm de
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comprimento. Outro método que é citado na area é o de oxidagao anddica citado por
Macak [69], utilizado também por Zhang que consegue promover a sintese de
nanotubos de TiO, com aproximadamente 100 nm de didmetro, segundo o autor
utilizando eletrélitos de acido fluoridrico e acido fosforico [70]. A Figura 1.14, mostra

nanotubos formados a partir do método template (sol-gel).

Figura 1.14: MEV de nanotubos de TiO, apds a sintese pelo método template (sol-

gel) (a) Imagem lateral, visualizando uma extremidade aberta dos nanotubos de
TiO2 (b) Imagem superior dos nanotubos de TiO; [67].

1.6 Uso de nanoestruturas em biossensores

Durantes anos os biossensores amperométricos baseados em enzimas tem
passado por muitas transformagdes a procura de uma maior seletividade e eficiéncia
na transferéncia de elétrons. Assim, muitas das pesquisas tém como foco a
velocidade de transferéncia de elétrons do sitio ativo da enzima para a superficie do
eletrodo. Os biossensores de primeira geragao apresentavam problemas de
interferentes devidos a necessidade de potenciais muito altos. Com o intuito de
diminuir estes potenciais, surgiram os biossensores de segunda geracao,
empregando mediadores. No entanto, esta configuragdo, muitas vezes, apresenta
problemas de interferentes, podendo facilitar a transferéncia de elétrons proveniente
de reacdes redox paralelas a reacao entre a enzima e o substrato [71]. Para superar
estes problemas, estudos apontam um desafio importante no desenvolvimento de
biossensores amperomeétricos enzimaticos, que € estabelecer uma comunicagao

elétrica direta entre o centro redox da enzima e o eletrodo, sendo esta caracterizada
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como a terceira geragao de biossensores [72]. Desta forma, foi proposta uma nova
configuragéo de biossensores amperométricos nanoestruturados, em que a enzima
€ imobilizada em materiais nanoestruturados. Menores limites de deteccdo podem
ser conseguidos por melhorar a estabilidade da enzima, além de operar em um
potencial mais préximo do potencial redox da enzima, dando assim, uma menor
exposicao a reagdes com interferentes [72, 73].

Materiais nanomateriais, como nanoparticulas nanofibras e nanotubos podem
servir com um excelente material suporte para imobilizagcdo de enzimas, pois
oferecem caracteristicas ideais para manter a estabilidade da enzima, mantendo-a
ativa, além de aumentar o desempenho dos dispositivos de deteccédo. Dentre estas
caracteristicas, citam-se a alta area especifica, baixa resisténcia a transferéncia de
massa, biocompatibilidade, propriedades elétricas, mecanicas e térmicas [29].

As nanoestruturas elevam a reatividade eletroquimica das biomoléculas e
promovem aumento na transferéncia direta de elétrons entre o centro redox de
proteinas e a superficie do eletrodo [72]. Ressalta-se, também, que as
nanoestruturas sao fundamentais para a fungao e integracédo de alta densidade em
dispositivos em nanoescala. Consequentemente, eles sdo o foco de intensas
pesquisas em sensoriamento, optoeletrénica e outras aplicagdes devidas as suas
propriedades unicas. Por causa de sua alta relagao superficie-volume e facilidade no
transporte de elétrons, suas propriedades elétricas sao fortemente influenciadas por
perturbacdes minimas no sistema. Esta propriedade fornece aos biossensores

rapidez na deteccédo eletrbnica direta, além de sensibilidade na detecgao [72].

1.6.1 Nanotubos de titanio

O titdnio € o nono elemento mais abundante na Terra e o TiO, (diéxido de
titdnio) € o composto mais comum do titanio [73]. Este material tem atraido muita
atencdo nos ultimos tempos devido as suas interessantes propriedades Opticas,
elétricas, eletroquimicas e de catalise. Exemplos da utilizagcdo do TiO, para a
catalise vao desde tratamento de esgotos e desinfeccao (eliminagao de bactérias)
até recobrimentos inteligentes que sejam auto-limpantes. Também pode ser utilizado

como eletrodos em células solares, assim como material anticorrosivo [74]. Além
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disso, sua nao toxidade e sua compatibilidade com o sangue humano permite seu
uso como biomaterial [75].

O TiO, pode ser encontrado na natureza em trés fases estruturais: anatase
(tetragonal), rutila (tetragonal) e bruquita (ortorrdbmbica). Elas diferem no modo como
as unidades octaédricas se arranjam como pode ser observado na Figura 1.15 [76].
Uma unidade octaédrica € o bloco basico da estrutura do TiO,, formado por um

atomo de titanio envolvido por 6 atomos de oxigénio.

(@)

(b) (c)

Figura 1.15: Estrutura cristalina do TiO, nas fases a) anatase, b) rutilo, c) bruquita
[76].

1.6.1.1 Nanoestruturas

Como resultado de grandes esforgos ao longo dos anos varios tipos de
nanomateriais e nanoestruturas artificiais tém sido produzidos com um grau de
controle cada vez maior. O aprimoramento e aumento da acessibilidade de técnicas
de caracterizagao como, por exemplo, os microscopios eletrénicos, tém permitido um
maior entendimento destas propriedades da matéria na escala nanométrica e
proporcionado um grande auxilio no processo de sintese desses materiais.

As nanoestruturas podem apresentar diversas morfologias incluindo
estruturas aproximadamente esféricas (nanoparticulas), estruturas filamentares
(nanofios, nanofitas, etc), e lamelares (nanofolhas). Em particular, as nanoestruturas

(quase-) unidimensionais (1D) como fios, bastbes, fitas e tubos, podem ser
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consideradas como sistemas ideais para o estudo dos efeitos da reducdo de
dimensionalidade e confinamento quantico em propriedades de transporte eletrénico
e térmico. Além disso, devido a tendéncia de reducdo continua do tamanho dos
dispositivos eletrénicos visando o aumento de seu desempenho e reducédo de
custos, nanoestruturas 1D surgem como candidatas a unidades basicas para a
fabricagdo dos mesmos [77, 78]. A combinagdo de uma alta area superficial com um
transporte elétrico (ou ib6nico) eficiente em uma diregdo, permite que as
nanoestruturas 1D sejam utilizadas como sensores quimicos e biolégicos [80].
Dentre as nanoestruturas 1D, sem duvida, as mais conhecidas e estudadas sdo os
nanotubos de carbono [81]. Além destes, nanofios e nanotubos de &xidos
semicondutores como ZnO, SnO, e TiO, também tém sido extensivamente
estudados [74].

1.6.1.2 Nanoestruturas de Titanio

Nanoestruturas de TiO, podem ser sintetizadas por varios métodos [82], tais
como o metodo sol-gel, sintese por combustéo [83], deposigédo eletroquimica [88],
deposig¢ao quimica de vapor (CVD), deposigéo fisica de vapor (PVD), anodizagao e
tratamento hidrotérmico. Alguns destes métodos de sintese geralmente conduzem a
formagao de nanocristais esféricos ou similares.

Depois da descoberta dos nanotubos de carbono em 1990 ([85], as
nanoestruturas unidimensionais passaram a ter maior relevancia por representarem
uma nova classe de materiais com propriedades diferenciadas. Logo, varios grupos
de pesquisa empenharam-se em preparar ndo apenas nanotubos a base de
carbono, mas também baseados em outros materiais como os 6xidos de titanio.

Em 1996, foi demonstrada uma técnica de sintese de nanoestruturas de TiO»
utilizando nanoporos de alumina para formagéao de moldes que serviriam como guias
na deposigcao eletroquimica de TiO,, resultando em nanotubos de 70-100 nm de
diametro interno [86]. Porém, o método de sintese por moldes € muito complexo e
dispendioso, pois estes moldes necessitam ser destruidos ao final do processo de
formacdo dos nanotubos, tornando-se inviavel economicamente. J& em 1998,
Kasuga e colaboradores [87], demonstraram uma alternativa simples e eficiente para

a producao de nanoestruturas 1D baseadas em TiO,. O método proposto baseia-se
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no tratamento hidrotérmico do didéxido de titanio em uma solugéo altamente alcalina
(NaOH), assim sao submetidos a um aquecimento sob pressdao por um longo
periodo de tempo [87]. O material resultante possuia morfologia bastante regular,
consistindo de tubos com didmetro de 7 a 10 nm e comprimentos da ordem de 100
nm. Tal trabalho pioneiro abriu as portas para muitos outros que tém investigado
tanto a caracterizacdo das nanoestruturas produzidas e os mecanismos envolvidos
na sintese bem como a aplicagdo das mesmas.

Diversos trabalhos investigaram o papel dos parametros relevantes do
processo de sintese tais como temperatura, duragédo do tratamento, concentragao da
solugdo alcalina, fase do TiO, utilizada como matéria prima, processos de lavagem e
neutralizagdo do material produzido, etc [87, 91]. Descobriu-se que tanto o
rendimento do processo bem como a morfologia e a estrutura cristalina dos materiais
resultantes sdo extremamente sensiveis aos parametros do processo. Por exemplo,
a grande maioria dos autores reportaram que os melhores rendimentos na formagéo
de nanotubos de TiO, sdo obtidos com concentra¢des de solugéo alcalina (NaOH)
em torno de 10-15 M e com temperaturas entre 110 e 180 oC. Alguns autores
relatam que temperaturas mais altas podem levar a formagao de outras estruturas
como nanofitas e nanofios [91, 92].

Em todo caso, as condicdes experimentais sdo extremamente importantes na
definigdo do produto final em qualquer tipo de sintese. Sabemos que, para
reproduzir algo experimentalmente, deve-se recriar as mesmas condi¢gbes as quais
foram submetidas ao experimento escolhido para reprodugéo. Devido a isso, alguns
resultados na literatura aparecem em relativo confronto.

Kasuga [87] originalmente propuseram que, apds a reacdo de sintese pelo
método hidrotérmico, o produto obtido era amorfo e somente apds a lavagem acida
de 0.1 M de HCI em agua destilada é que os nanotubos seriam formados. Mais tarde
esta proposta foi largamente questionada, por exemplo, Sun e Li [88] ndo usaram
neutralizagdo com acido na lavagem, mas sim com etanol, alegando que esta
mudanga poderia influenciar a morfologia final do material, porém constataram que o
estado final obtido era de nanotubos. Além de outros autores que constataram que a

lavagem apenas com agua também resultava na formacao de nanotubos de TiO;.
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Apesar de todos os trabalhos ja publicados, os mecanismos de formagéo dos
nanotubos de titAnio ainda ndo foram totalmente elucidados. Sabe-se que a
combinagao de alta pressdo e temperatura potencializam o carater corrosivo dos
ions OH- em solugéo, propiciando a dissolugdo do TiO, que é transformado de
algum modo nas nanoestruturas. Alguns trabalhos sugerem que inicialmente
pequenas camadas em forma de folhas se desprendem dos gréos de TiO, e depois
se enrolam formando os tubos. Ja outros autores acreditam que os tubos sao
formados diretamente a partir de ions de TiO3 em  solugao.
Independente dos mais variados tipos de nanoestruturas sintetizados, sempre se
procura uma aplicabilidade posterior, sendo que neste trabalho procura-se a
aplicagdo em biossensores de ureia.

2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar e preparar nanotubos de didxido de titanio (TiO,), para confecgéo
de biossensores para detecgdo de ureia.

3.2 Objetivos Especificos
e Sintese e preparo de nanotubos de dioxido de titanio (TiO,) através do
tratamento hidrotérmico;

e Explorar as propriedades estruturais dos nanotubos de TiOy;

¢ Imobilizagdo da enzima urease para confecgao dos biossensores.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

31 Sintese

3.1.1 Sintese para obtengao dos nanotubos de didxido de titanio (NTiO>)
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A sintese ocorreu nos laboratérios de Quimica Geral, Quimica Organica e no
laboratério do prédio do Mestrado da Universidade Federal de Sdo Joao Del Rei,
campus Alto Paraopeba (UFSJ/CAP). Os nanotubos de dioxido de titdnio foram
sintetizados a partir de uma solugdo de hidroxido de sédio 10 mol/L. A solugéo
contendo o hidroxido de sédio e o 6xido de titanio foi colocada numa autoclave por
54 horas a aproximadamente 190°C. Apds as 54 horas dentro da autoclave a
solugédo de cor branca foi retirada e levada até uma estufa por 72 horas (3 dias),
sendo que a temperatura em cada um dos dias foi de 80°C, 80°C e 60°C,
respectivamente. Apds trés dias na estufa, a solugcéo foi retirada, resfriada, lavada
com agua destilada e colocada sob agitagdo em uma solugéo de HCI (38 mL) pH
2,08 por 4 horas. Apbs a neutralizagéo, a solugao foi filtrada novamente e por fim
levada a uma estufa a 50°C até sua completa secagem. O resultado final foi um pé
bem fino de coloragdo branca. A Figura 3.1 mostra o sistema montado para o uso
da autoclave: base indutora para aquecimento, termdmetro para o controle da
temperatura, recipiente externo contendo glicerina e a autoclave devidamente

vedada.

Figura 3.1: Esquema montado para o uso da autoclave.
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O material foi caracterizado utilizando a microscopia eletrénica de varredura e
a técnica de difragdo de raios-X e voltametria ciclica como sera demonstrado no

tépico Resultados e Discusséo.

3.2 Confecgao dos Filmes

A confeccao dos filmes ocorreu nos laboratérios de Quimica Geral, Quimica
Organica e no laboratoério do prédio do Mestrado da Universidade Federal de Sao
Jodo Del Rei, campus Alto Paraopeba (UFSJ/CAP). Utilizou-se para o estudo
eletroquimico o material ITO/PET para confecgao dos filmes a serem imobilizados. O
ITO (6xido de indio dopado com estanho) é um substrato amplamente utilizado
devido as suas duas principais caracteristicas: condutividade elétrica e transparéncia
optica. Os filmes foram cortados com dimensdes iguais de aproximadamente 1 cm x
3 cm, sendo que a cobertura com o material de trabalho foi feita em uma area de 1

cmx 1cm.

3.2.1 Rota de Imobilizagéo

Neste trabalho utilizou-se a seguinte rota de imobilizagdo da urease via

ligac&o covalente cruzada com o o0xido condutor, segundo procedimento abaixo:

e Os filmes ITO/PET previamente cortados foram pesados para que fosse feito
o desconto da massa ao final. Com o auxilio de uma balanga analitica foram
pesados por volta de 0,02 g de NTiO» e, em seguida, foi feito o depdsito deste
sob uma area de aproximadamente 1 cm x 1 cm. Devido ao fato de o NTiO»
ser um material em po foi necessario adicionar 1 gota de Nafion® e misturar
bem até se formar uma pasta homogénea e que recobrisse toda a area

utilizada do ITO/PET. Os filmes foram secos em temperatura ambiente.

e Para a imobilizagdo da enzima foram preparadas primeiramente trés
diferentes concentragdes de solugdo contendo a enzima urease. Para o
preparo no eletrdlito foram utilizados ureia (A: 0,5 mg; B: 1,0 mg e C: 1,5 mg),

PBS (1 mL) e, no eletrodo de trabalho, sobre o NTiO,, foi imobilizada a urease
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(A: 0,5 mg; B: 1,0 mg e C: 1,5 mg). Em seguida, com o auxilio de um
gotejador, foi feito o depdsito das solugbes contendo a enzima urease com
suas respectivas concentragdes A, B e C sob os ITO/PET. Por fim, apos as
solugdes serem gotejadas nos filmes ITO/PET/NTiIO,, os mesmos foram
secos em temperatura ambiente — o tempo de secagem dos filmes foram de
15 a 20 minutos. Devido a essa rapidez ndo houve a necessidade de leva-lo
ao refrigerador para a secagem e a preservagao da atividade enzimatica da

urease.

Inicialmente foi preparado uma solugdo de fosfato de sédio (PBS) pH=7,0
usando como referéncia o procedimento descrito por Cold Spring Harbor Laboratory
Press [97]. Para o preparo da solugdo tampdo foram adicionados fosfato
monossodico (NaH,PO4) e fosfato dissédico (Na,HPO4) ambos em concentragéo 1,0
mol/L em agua destilada seguida de agitacdo até total diluicdo. Porém, dentro de
alguns dias chegou uma nova solugdo tampao, pH 7,0 (Fluka) e, entdo todos os
trabalhos passaram a ser feitos usando o novo PBS.

Para controle dos filmes confeccionados, as massas de cada solucio
adicionada foram anotadas, feito no final o desconto da massa do ITO/PET como é

mostrado na Tabela 3.1 e 3.2.

Tabela 3.1 - Massa (g) dos filmes ITO/PET/TiO2 montados.

ITO/PET/ TiO;
Filmes ITO/PET (g) (@) Massa descontada (g)
9
1 0,0904 0,1111 0,0207
2 0,0936 0,1139 0,0203
3 0,0923 0,1150 0,0227

Tabela 3.2 - Massa (g) dos filmes imobilizados Urease/PBS.

ITO/PET/ Imobilizagao
Filmes Urease/PBS Massa descontada (g)
TiO; Urease/PBS
1 gota 0,111 0,112 0,0001
2 gotas 0,1139 0,1147 0,0008
3 gotas 0,1150 0,1164 0,0014
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Foram confeccionados trés filmes ITO/PET/TiO, contendo diferentes
propor¢cdes da enzima urease. No primeiro momento foi preparada a solugao
contendo a enzima, na qual foram usados 10 mg de urease em 1 mL de PBS
(tampéo fosfato). No filme 1 da Tabela 3.2 foi colocada uma gota da solugao
contendo a enzima, o que corresponde a 0,5 mg de urease/0,5 mg de ureia. No filme
2 da Tabela 3.2 foram colocadas duas gotas da solugao correspondendo a 1,0 mg
de urease/1,0 mg se ureia e, por fim, no filme 3 da Tabela 3.2, foram adicionadas
trés gotas da solugao correspondendo a 1,5 mg de urease/1,5 mg de ureia. O intuito
em variar a concentragdo da enzima sob o filme era de observar da melhor forma o

comportamento da enzima imobilizada sob o filme.

3.3 Métodos de Caracterizagao

3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A MEV é uma técnica de caracterizagdo morfologica que € capaz de produzir
imagens de alta resolugédo da superficie da amostra. Devido a maneira com que as
imagens sao criadas se tornam uteis para avaliar a estrutura superficial da amostra.

Devido ao fato de a universidade (UFSJ — Campus Alto Paraopeba) nao
possuir o equipamento de alta resolugao, foi necessario realizar a caracterizagdo em
parceria com o DF/FFCLRP-USP.

3.3.2 Difracéo de Raios-X

Para as analises da amostra de NTiO; foi utilizado o Difratdbmetro de Raios-X
de bancada da marca Rigaku, modelo MiniFlex. Para tal procedimento foi usado uma
tensao de 30 kV, corrente de 10 mA, velocidade de 1 grau por minuto e intervalo de
2 a 70 graus, sendo que os difratogramas obtidos sdo posteriormente analisados

pelo software PDXL (Integrated X-ray powder diffraction) [98].
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3.3.3 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica é uma das técnicas mais convencionais de
caracterizagao eletroquimica, sendo uma das mais versateis técnicas eletroanaliticas
para estudo de espécies eletroativas. Utilizada na eletroquimica de estado sdlido, a
voltametria ciclica permite a observagao dos processos de oxidagao e reducao que
ocorrem nos sitios localizados na estrutura do material eletroquimicamente ativo do
eletrodo.

Os experimentos de voltametria ciclica foram  feitos num
Potenciostato/Galvonostato AutoLab Il interfaciado a um computador. Foram usados
trés eletrodos, sendo, um eletrodo de trabalho (carbono vitreo), um eletrodo auxiliar
de fio de platina e o eletrodo de referéncia de calomelano saturado (SCE). O
eletrdlito suporte utilizado foi preparado através de uma solugéo de ureia em solugao
de 0,10 mol/L, tampéao de fosfato de sodio (PBS).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 4.1 sdo observadas as imagens de MEV em quatro diferentes

magnitudes.
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Figura 4.1: Imagens de microscopia eletrénica de varredura de nanotubos de

titdnio em diferentes magnitudes.

Por meio das imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV)
realizada, € possivel observar apenas a formagdo de aglomerados de diversas
formas irregulares, ndo sendo possivel detectar a formacéo de nanotubos. Diversos
fatores podem ter contribuido para que isso acontecesse, como, por exemplo, o fato
de que durante a sintese para a confecgdo dos nanotubos nao foi possivel atingir e
nem manter constante a temperatura 6tima do processo. Além disso, néo foi
possivel chegar a altas pressdes dentro da autoclave, pois a mesma apresentava
alguns pontos de vazamento que muitas vezes eram imperceptiveis. Foram usados

produtos como silicone, colas de motores que suportavam altas pressoes e altas
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temperaturas para tentar contornar os vazamentos, mas mesmo assim a pressao no
interior do equipamento nao atingia altos niveis. Dessa forma, a sintese para a
confecgdo dos nanotubos de titanio foi, sem duvida, a etapa mais desafiadora de
todo o projeto.

A sintese foi realizada cerca de trés vezes com o intuito de sanar cada vez
mais os problemas e obstaculos encontrados nas sinteses anteriores. A dificuldade
para se chegar a temperatura exigida na literatura (190 °C) e manté-la por 54 horas
foi o maior obstaculo encontrado. Depois de muitos testes foi possivel chegar a
temperatura exigida, porém por muitas vezes n&o se conseguiu manter essa
temperatura por todo o periodo de tempo necessario, o que pode ser considerada
uma das causas para nao ter conseguido confeccionar os nanotubos, ja que uma
das principais caracteristicas apresentadas em literatura para a produgdo desses
materiais sdo as altas temperaturas durante a sintese.

Como a temperatura e a pressédo estavam sendo os fatores limitantes na sintese
realizada, foram feitas novas pesquisas com o intuito de encontrar uma rota
alternativa a aquela que estava sendo executada. Sendo assim, foi encontrada a
rota de anodizacdo em solucdes fluoradas que demonstrava ser uma das melhores
técnicas para a obtengao de estruturas altamente ordenadas [28]. Pelo fato de nao
ter os materiais e reagentes disponiveis nos laboratérios da universidade que nos
habilitasse a executar a nova sintese, foi necessario fazer a compra dos mesmos

que, infelizmente, ndo chegaram a tempo para os novos testes.

4.2 Analises dos resultados da Difragcao de Raios-X

Na Figura 4.2 esta apresentado o difratograma do NTiO,.

38



Intensidade / u.a.

10 20 30 40 50 60 70
20 / Graus

Figura 4.2: Difratograma do NTiO..

A Figura 4.2 mostra o difratograma do NTiO, obtido através da rota
hidrotérmica. E possivel observar, baseado na Figura 6, que a sintese ndo foi bem
sucedida corroborando com o que foi observado nas imagens de MEV. Nota-se no
difratograma da Figura 6, que a estrutura TiO, nas formas anatase e rutila ndo foi
identificadas. Dessa forma, comparando a Figura 4.3, da literatura [99] com a
Figura 4.2 & possivel afirmar que ndo houve a formagao de uma estrutura que

remete o objetivo proposto neste trabalho.

39



= TiO; Rutile

20 10 40 50 60 0/

Figura 4.3: Difratograma do TiO; nas estruturas anatase e rutila [99].

4.3 Estudo eletroquimico avaliado em voltametria ciclica (VC) para analise
do NTiO,,

Na Figura 4.4 ¢ demonstrado o voltamograma ciclico dos nanotubos de oxido
de titanio.
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Figura 4.4: Voltamograma ciclico do NTiO».
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Na Figura 4.4 é possivel verificar que houve transferéncia de carga pela
presenca de um pico andédico em 0,5 V e dois picos catodicos em 1,6 Ve 0,4 V.
Além disso, foi detectado que a voltametria ciclica do NTiO, € um processo

irreversivel.

4.3.1 Voltametria ciclica (VC) para analise do PET/ITO/TiO, com a enzima urease

imobilizada

Foram realizados estudos eletroquimicos utilizando a voltametria ciclica.
Esses testes foram repetidos cinco vezes e em todos eles foram observados um
perfil totalmente capacitivo nos filmes. Isto é, sé houve o carregamento da dupla
camada elétrica sem o envolvimento das transicdes eletrénicas do material. E
possivel que o Nafion® possa estar causando esse efeito por ser um material
polimérico isolante. Outro motivo pode ser o método ou protocolo de sintese para
realizar a imobilizagao.

De fato, sera necessario ajustar diversos parametros que envolvem o
processo de imobilizagdo bem como de sintese de obtengdo dos nanotubos de 6xido
de titdnio. Para contornar esse desafio, um novo projeto ja esta sendo elaborado

com a proposta de novas rotas de preparagéo.

5. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados demonstraram que, ainda, sera necessario realizar uma nova
adaptacao na sintese para a preparacao do NTiO,, pois ndo houve a sua formacao,
como observado nas imagens de MEV e no difratograma. Embora houvesse a
tentativa de adaptagdo da uma nova sintese, os materiais para a preparagao de
NTiO,, via anodizagao eletroquimica, ndao chegaram em tempo habil. Com o intuito
de realizar a imobilizagdo de urease no material inorgénico em questdo, testes
eletroquimicos de voltametria ciclica foram realizados e foi observado que o material
contendo NTiO,/urease, em presenca de ureia, apresentou um comportamento
puramente capacitivo.

Diversos fatores influenciaram nesse resultado final, tais como, dificuldade em

adaptar as rotas para a confecgcao de nanotubos encontradas em outros trabalhos,
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demora na chegada de novos reagentes adquiridos, entre outros. Porém, os fatores
limitantes para esse resultado foi a temperatura e a pressao.

A dificuldade para se chegar a temperatura exigida na literatura,
aproximadamente 190°C, e manté-la por 54 horas foi o0 maior obstaculo encontrado.
Depois de muitos testes foi possivel sim chegar a temperatura exigida, porém por
muitas vezes n&o se conseguiu manté-la por todo o periodo de tempo necessario, 0
que pode ser considerada uma das causas para nao ter conseguido confeccionar os
nanotubos, ja que uma das principais caracteristicas apresentadas em literatura para
a produgao desses materiais sdo as altas temperaturas durante a sintese. Além
disso, ndo foi possivel chegar a altas pressdes dentro da autoclave, pois a mesma
apresentava alguns pontos de vazamento que muitas vezes eram imperceptiveis.

Todavia, outros pontos podem ser tirados deste trabalho, como, por exemplo,
a confeccdo de outro material condutor elétrico composto pelo diéxido de titanio e
hidroxido de sdédio e o grande aprendizado adquirido no decorrer dos estudos para
encontrar rotas alternativas para a confecgao dos nanotubos de titanio.

De modo geral foi possivel mensurar o quao promissor € o desenvolvimento
de materiais alinhado com os conhecimentos e estudos da biotecnologia e da
eletroquimica. Esses novos materiais vém a atingir diretamente a qualidade de vida
da sociedade, e cada vez mais salienta que se devem ter investimentos a pesquisas.
Conseguiu-se extrair também algumas limitagdes que alguns métodos de confecgao
podem vir a apresentar e suas aplicagdes em ambito geral. O trabalho teve grande
impacto no aspecto do desenvolvimento cientifico que nos inclina a nos dedicarmos

a novos estudos e ao desenvolvimento de protdtipos viaveis.
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