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Resumo

A sustentabilidade dos dispositivos point-of-care (POC) tem sido crucial para a
implementacdo dos biossensores no diagnéstico médico. Espera-se que 0s dispositivos
POCs sejam sensiveis, seletivos, de facil utilizacdo e de baixo custo.

Neste trabalho, desenvolveu-se um biossensor eletroquimico que dispensasse a
necessidade de adicionar um mediador redox externo, utilizando métodos simples e de
baixo custo, baseados na tecnologia de screen printing. Como prova de conceito, 0
dispositivos foram utilizados para produzir um biossensor para a glucose, em resposta ao
atual aumento da populacdo diabética. Recorreu-se a técnica de impressdo polimérica
molecular para o desenvolvimento de um elemento de (bio)reconhecimento adequado,
com um mediador redox acoplado. Os elétrodos foram de tinta de carbono, impressa em
substratos de PVC, recorrendo a um processo adequado a uma producdo em escala. A
reprodutibilidade do processo de producdo foi avaliada por monitorizacdo do
comportamento do um par redox (Ksz[Fe(CN)s])/(Ks[Fe(CN)e]). Foram utilizadas a
voltametria ciclica e a espectroscopia de impedancia eletroquimica, para confirmar as
excelentes propriedades dos elétrodos para aplicacdes analiticas.

O polimero impresso molecularmente (PIM) foi gerado in-situ, em bulk, por
eletropolimerizacdo de pirrol na presenca da molécula alvo (glucose) e de um mediador
redox reversivel; este mediador ficaria na matriz do elétrodo e forneceria diretamente as
correntes decorrentes da sua oxidagdo/reducdo. A partir do processo metabdélico natural,
escolheu-se como mediador redox o FAD (do inglés, flavin adenine dinucleotide), um
cofator que participa no metabolismo enzimatico da glucose. Para garantir uma boa
polimerizacdo, foram determinados os picos dos potenciais de todos 0os componentes
envolvidos por duas técnicas (cronoamperometria e a voltametria ciclica). O desempenho
analitico do biossensor foi testado por incubagdo consecutiva em solugdes padrdo de
glucose de concentragdes crescentes, registando os sinais produzidos por voltametria de
impulso diferencial (DPV, do inglés, differential pulse voltammetry). Os dados obtidos
indicaram boas caracteristicas analiticas, nomeadamente no que diz respeito a

reprodutibilidade, sensibilidade e seletividade.

Palavras-chaves: Pirrol, FAD, Polimero Impresso Molecularmente, Biossensor Eletroquimico, Diabetes
Mellitus.
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Abstract

The sustainability of point-of-care devices (POC) is becoming critical for implementing
biosensors for health diagnostics. POC devices are expected to be sensitive, selective,
relatively easy to use, and inexpensive.

In this work, a homemade redox-free electrochemical biosensor was developed using
low-cost and straightforward methods based on simple screen-printing technology. As
proof-of-concept, the devices were applied to produce a biosensor for glucose, in response
to the current expansion of diabetic society, using a molecularly imprinted polymer as a
biorecognition element with an embedded redox probe. The technique was applied on a
PVC substrate producing homemade screen-printed electrodes with carbon ink, offering
capacity for upscale manufacturing. The reproducibility of the construction process was
assessed by following the electron transfer properties of a standard redox probe
(K3[Fe(CN)s])/ (Ka[Fe(CN)s]). This used cyclic voltammetry (CV) and electrochemical
impedance spectroscopy, confirming the excellent properties of the homemade electrodes
for analytical applications.

The molecularly imprinted polymer was generated in-situ, in bulk, by
electropolymerization of pyrrol in the presence of the template (glucose) and a reversible
redox probe; this probe would stay included in the electrode matrix, signalling redox
currents. In analysing the natural processes of metabolism, FAD (Flavin Adenine
Dinucleotide) was selected for being a co-factor in the enzymatic metabolism of glucose.
To ensure a suitable polymerization, the peak potentials of all components involved were
first assessed by two techniques, chronoamperometry and cyclic voltammetry. The
analytical performance of the biosensor was assessed upon consecutive incubations in
glucose standard solutions of increasing concentrations, reading the analytical output by
differential pulse voltammetry (DPV). The data obtained confirmed to good analytical

features of the (bio)sensing device, in terms of reproducibility, sensitivity, and selectivity.

Keywords: Pyrrole, Flavin Adenine Dinucleotide, Molecularly Imprinted Polymer, Electrochemical

Biosensor, Diabetes Mellitus.
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Acronimos e Abreviaturas

ADN  Acido desoxirribonucleico

AGL  Acido Glucénico

ALH  Antigénio leucocitario humano

ARN  Acido ribonucleico

CAF  Acido cafeico

CE Contra elétrodo

Cdl Condensador de dupla camada

CcVv Cyclic voltammetry

DM Diabetes Mellitus

DMTL1 Diabetes Melittus Tipo 1

DMT2 Diabetes Melittus Tipo 2

DPV  Differental pulse voltammetry (voltametria de impulso diferencial)
EHA  Etilhexilacrilato

EIS Electrochemical impedance spectroscopy (espetroscopia de impedancia eletroquimica)
EPC  Eletrolise de potencial controlado

ER Elétrodo de referéncia

ET Elétrodo de trabalho

FAD Flavin adenine dinucleotide (dinucleétido de flavina e adenina)
GCE Elétrodo de carbono em vidro

GOx  Glucose oxidase

HbAcl Hemoglobina glicosilada

HDL  High density lipoproteins

LD Limite de detecdo

PIM  Polimero de impressao molecular

PNI Polimero ndo-impresso

POC  Point-of-care

PVC  Poli (cloreto de vinilo) (poly(vynil chloride)
Rct Resisténcia a transferéncia de carga

Rs Resisténcia da solugéo

SPE  Screen-printed electrodes

TOTG Teste oral de toleréncia a glucose

SWV Squared wave voltammetry (voltametria de onda quadrada)
w Impedancia de Warburg
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1. Introducéo

O aumento da Diabetes Mellitus (DM) tem sido preocupante para os sistemas de salde,
estimando-se que cerca de 537 milhGes de pessoas apresentem esta disfuncdo, o que
implica que cerca de 8,8% da populacéo global necessita de cuidados especiais. [1] No
ano de 2019, a DM do tipo dois foi responsavel por 4,2 milhdes dbitos. [2] O controlo da
doenca implica uma monitorizacao regular da condicao fisiologica, em especial do valor
de glucose no sangue.

As previsfes apontam para um aumento desta patologia nos proximos anos, portanto, nao
sO € importante ter um controlo da doenca, mas também atencdo aos sinais e sintomas
que aparecem antes, pois em muitos casos quando a glicemia esta alta, a doenca ja se
encontra ativa. Por este motivo, sdo essenciais a prevencao e o controlo dos niveis da
glucose em pacientes com essa predisposicédo. [2]

O desenvolvimento de novas técnicas menos invasivas, com menor erro associado, maior
exatiddo e maior reprodutibilidade, tem sido uma constante no universo cientifico.
Atualmente existem inUmeras técnicas e dispositivos para efetuar a monitorizacdo da
glicemia, das quais se destacam novos biossensores para a detecao da glucose.[3]

O mercado dos biossensores da glucose excedeu os 15 bilhdes de ddlares em 2021, com
inimeras descobertas e avancos significativos, que prometem melhorar as condi¢des de

vida da populacdo. [4]

O objetivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico
baseado em polimeros de impressdo molecular (PIM), de leitura direta, a fim de detetar a
glucose em amostras de soro. Este biossensor tem como objetivo mimetizar a atividade

da enzima, glucose oxidase, presente nos biossensores comerciais.



1.1 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo esté divida em 5 capitulos.

O capitulo 1 encontra-se descrita a contextualizacdo do trabalho, bem como a sua
motivacdo. Além disso, é descrito o principal objetivo deste trabalho, bem como a
divisdo/organizacdo e os temas abordados ao longo da dissertacéo.

No capitulo 2 sdo abordados conceitos relativos a revisdo da literatura. Primeiramente,
sobre os conceitos relacionados com a Diabetes Mellitus, epidemiologia, diagndstico,
monitorizacdo da glucose. Este capitulo foca nos possiveis biomarcadores, elementos de
reconhecimento bioldgico e tipo de biossensores adequados para o desenvolvimento de
um novo biossensor eletroguimico para a glucose, baseado nos PIMs como elementos de

reconhecimento bioldgico.
O capitulo 3 sdo descritos os métodos e procedimentos ao longo deste plano.

No capitulo 4 ¢é a apresentado os resultados obtidos usando as técnicas descritas no

capitulo 3 bem como a sua discusséo.

Por dltimo, no capitulo 5, serdo apresentadas as conclusdes tiradas dos resultados do

capitulo anterior e as perspetivas futuras.



2. Revisao da literatura

2.1 Diabetes Mellitus

A DM é considerada uma patologia composta por um conjunto de disfunces fisiologicas,
na qual a hiperglicemia € a principal caracteristica, proveniente da resisténcia a insulina,
e do descontrolo na segregacdo da insulina e do glucagon. [5] Existem dois tipos de DM,

adotipo 1 e ado tipo 2, descritas de seguida. [5]

211 DMTipol

Associada a origens hereditarias, onde as células pancreéaticas betas sdo completamente
destruidas, a DM tipo 1 (DMT1) é caracterizada por ser autoimune. Comummente, 0s
sintomas aparecem durante a infancia e na adolescéncia, porém, existem alguns casos,
que se podem manifestar mais tarde, embora a sua causa néo seja totalmente esclarecida.
As células T do individuo portador da doenca séo responsaveis por mediar a destruicao
das células Q. [5] Os autoanticorpos das células das ilhotas pancreéaticas tém como alvo a
insulina, a descarboxilase do acido glutamico, a proteina 2 associada ao insulinoma e o
transportador 8 de zinco. Estas proteinas sdo biomarcadores associados a DMT1, uma
vez que estdo relacionados com as glandulas segregadoras das células Q. Além disso, sdo
indicativos da autoimunidade, que podem ser observados meses antes do inicio dos
primeiros sintomas. [5]

Geralmente, o tipo de anticorpo que surge tem origem genética. O DMT1 é geralmente
dividido em duas fases, conforme os sintomas (sede e a consequente polidria) associados
a hiperglicemia. [5][1] Os portadores desta patologia estdo sujeitos ao tratamento baseado
na administragdo de insulina até ao fim da vida, pois, ndo ha cura até ao momento atual
desta dissertacgéo.

Portanto, o controlo continuo e eficiente da glicemia sanguinea é crucial neste processo
e, como tal, estdo a ser desenvolvidas novas formas de monitorizacdo da insulina e de
outros biomarcadores relevantes. Apesar de existirem estes progressos, alguns pacientes

tém complicagdes macrovasculares e microvasculares. [5] [2].



2.1.2 DM Tipo 2

Os individuos com pré-disposicdo genética e com alguns fatores de risco sdo 0s mais
propensos para desenvolver a patologia DM tipo 2 (DMT2). Atualmente, a principal
causa é a obesidade, associada ao perimetro abdominal resultante de uma dieta rica em
gorduras e carboidratos, e o défice de atividade fisica. [6] [2][7]

Fatores como o baixo nivel de HDL (High Density lipoproteins), doenca do ovario
policisto, ou até o sedentarismo podem estar inter-relacionados com a DMT2. Existem,
ainda, inimeros estudos que indicam que a depressao possa estar também envolvida. [6]
Recentemente, a taxa incidéncia em criangas € elevada, pois a obesidade infantil tem sido
uma realidade, o que consequentemente conduz a resisténcia a insulina.

Os sintomas (sede e poliuria) em DMT2 sdo mais acentuados do que no DMT1, como
por exemplo, a fadiga, aumento da massa corporal, infecbes frequentes, feridas e
dificuldades no processo de cicatrizacéo. [6]

Além disso, outras patologias sdo associadas a DMT2, como doencas cardiovasculares
(infarto do miocardio, doenca arterial periférica, arritmia cardiaca entre outras
complicacdes), défices funcionais no rim e doencas do figado (cirrose ndo alcodlica,
carcinoma hepatocelular, entre outros). [2]

Além disso, de acordo com a literatura, vérios trabalhos relacionam a DMT2 ao
aparecimento de vérias células cancerigenas em diferentes cancros como, cancro
pancreatico e cancro da mama. [2] Esta patologia também ndo possui cura, porém o
tratamento com a insulina mantém os niveis de glucose controlados e melhora a qualidade

de vida do paciente. [2]

2.2 Epidemiologia

De acordo com os dados da federagéo internacional da diabetes, estima-se que cerca de
8,8 % da populagdo mundial adulta sofre de DM.[6] Destes, apenas 10-15% sdo DMT1,
sendo a DMT2 a mais predominante, estando intimamente relacionada com a obesidade.
No entanto, na faixa etaria infantil a DMT1 possui maior taxa de incidéncia, estimando-
se que mais de 500.000 criangas sejam portadoras desta patologia. [5]

Apesar de ser considerada uma doenga rara, a taxa de crescimento da DMT1 tem vindo a

aumentar, predominantemente em paises desenvolvidos, porém, a auséncia de casos em



paises com menor poder econdmico deve-se a falta de condi¢bes de diagnostico e
tratamento desta doenca. [5]

Além disso, a prevaléncia de possiveis défices no sistema de antigénios leucocitarios
humanos (ALH) varia entre paises, sendo atualmente predominante em paises
escandinavos, a América do Norte e a Australia; nos paises asiaticos € mais rara a sua
prevaléncia. Apesar do diagndstico ser mais prevalente no intervalo 12-14 anos, dados
mais recentes indicam que a DMT1 pode ser diagnosticada até aos 50 anos de idade.
Existem alguns casos em que o diagnostico da DMT2 em jovens adultos pode ser
confundido com a DMT1, devido a presenca de anticorpos das células g alvo nestes
individuos (Figura 1). [5]

BCR, ,

Cél. B
Antigéno

A
Ay,

Anticorpos

Célula g
Dance
destruicdo @

Células da 1lhota de Langerhans

Fig. 1. Destruicdo das células 8 (adaptado de [5]).

2.3 Diagnostico

Geralmente, o despiste da DMT?2 é precedido de varias medi¢6es de niveis da glucose,
com diferentes testes, como o teste oral de tolerancia a glucose (TOTG). Outra medicédo
que se pode fazer a nivel laboratorial é a medicéo dos valores da glucose no sangue, que
pode também ser util para casos em que ha predominancia dos sintomas. A medicao a
longo termo pode ser combinada com a dete¢do da hemoglobina AC1, que é responsavel
por determinar a quantidade de hemoglobina glicosilada. Todavia, estes métodos de
despiste necessitam de repeticdo (um segundo teste), de modo a confirmar os resultados.
[5].

Os sintomas de hiperglicemia, como polidria e polidipsia, perda de peso, sintomas

abdominais, geralmente em criangas, sdo associados a DMT1. A grande parte dos
5



diagndsticos s6 acontece aquando do aparecimento dos primeiros sintomas, enquanto a
minoria acontece a partir da monitorizacdo dos niveis da glucose, e pela anélise da

presenca ou ndo de anticorpos das células S alvo. [5]

2.4 Abordagem para a monitorizacdo da glucose sanguinea

Nos pacientes diabéticos é crucial a monitorizacdo da glucose. Esta monitorizacdo pode
ser efetuada em varios momentos do dia, como antes das refeicdes principais, depois de
cada refeicdo, ou ainda antes da hora de dormir, ou até mesmo depois da préatica de
atividade fisica. [6] [2]

Geralmente, os pacientes com DMT2 realizam testes duas horas ap6s o almogo, sendo
que durante este periodo temporal é possivel avaliar ao detalhe o efeito dos hidratos de
carbono envolvidos no metabolismo da glucose, 0 que permite aos pacientes ter controlo
sobre a propria dieta. Por outro lado, os pacientes com DMT1 tendem a realizar medi¢oes
antes das refeicdes, pelo que o tempo mais adequado para esta medicdo gera alguma
controvérsia. [6] No entanto, a medicdo dos niveis de glucose duas horas apés as refeicdes

revela que existe um maior controlo ao nivel de complicac@es cardiovasculares. [6]

2.5 Biossensores

A necessidade de monitorizar a glucose em elevada frequéncia em pacientes com DM e
a grande incidéncia da doenca geraram a necessidade de introduzir dispositivos POC para
a glucose no mercado. Com os primeiros dispositivos a emergirem na literatura na década
de 60, desde entdo houve uma evolucdo tecnoldgica incomensuravel. Atualmente existe
um vasto mercado na fabricacdo e desenvolvimentos de biossensores para a detegéo da
glucose, de forma a minimizar o erro associado, melhorar a exatidéo e a repetibilidade
[3] [4]. De acordo com a literatura, o desenvolvimento de dispositivos, como 0s
biossensores com elevada eficiéncia e minimamente invasivos para monitorizar 0s niveis
de glucose no sangue esta em expansao. [3]

Os biossensores sdo dispositivos que tem inimeras vantagens, como a rapida resposta e
a leitura direta, sem a necessidade de transportar as amostras para um laboratério. [3].
Além disso, estes dispositivos analiticos utilizam biomoléculas imobilizadas em

transdutores quimicos ou fisicos para criar uma superficie que permita a medicéo direta
da glucose. [8] [9]



Estes dispositivos combinam a seletividade de interagdo com o analito de interesse de um
componente bioldgico/quimico ativo, denominado por elemento de (bio)reconhecimento,
com a sensibilidade de um transdutor para converter essa interacdo num sinal
proporcional a concentracao do analito. [10]

Um biossensor baseia-se na seletividade e na alta sensibilidade do componente
bioldgico/quimico para o composto alvo. A interacdo entre o elemento de reconhecimento
e 0 composto alvo origina a variagdo de um ou mais parametros fisico-quimicos,

convertidos num sinal quantitativo atraves de um transdutor adequado (Figura 2). [11]

Analito Bioreceptor Transdutor
.. .. ' 1.; S} ) Enzima Transdutor Eletroquimico
. ™ 2 ) Transdutor Otico
. A Anticorpo
' Sinal Biologico Sinal Fisico-Quimico Transdutor Térmometrico Siml Eletrénico
A = ) mmmmm—) ~ Componcute de
. . ) avaliac@o dos dados
. A Célula Transdutor Magnético
Transdutor Piezoelétrico
A A ADN

Fig. 2. Constituicdo de um biossensor (adaptado de [11]).

O biossensor também pode ser usado como um instrumento de analise, mas para tal deve
apresentar as caracteristicas especificas. Incluem-se aqui uma elevada seletividade, uma
resposta para uma gama alargada de concentragdes, com alta sensibilidade, exatidédo e
precisdo, num curto tempo de resposta, permitindo uma elevada frequéncia de
amostragem, uma estabilidade operacional e uma elevada reprodutibilidade dos
resultados. [12]

A construcdo do biossensor depende, sobretudo, da aplicacdo para a qual € desenvolvido.
Incluem-se aqui varios aspetos analiticos relevantes como sensibilidade, caracteristicas
da amostra (composicdo, estabilidade, volume disponivel), custo, tempo de vida util e uso
especifico. Geralmente, o elemento mais importante de um biossensor é o elemento de
reconhecimento, uma vez que este determina o grau de seletividade ou especificidade do
dispositivo. [11]. A gama de concentracGes de analito para o qual o dispositivo é sensivel
encontra-se muitas vezes associada ao sistema de transducédo utilizado, destacando-se

aqui os dispositivos eletroquimicos face ao seu elevado sucesso comercial. [12]
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Num contexto onde a aplicagdo de um dispositivo pressupde a andlise de amostras
complexas, como 0 sangue, a selecdo do material biolégico/quimico e do transdutor
apropriados &, por isso, muito relevante. [11] [12]

2.5.1 Elemento de (Bio)reconhecimento

O elemento de reconhecimento é um componente critico do biossensor. Atualmente, um
biossensor contém um elemento de reconhecimento de origem biologica, como
biomoléculas, organelos ou células, de origem sintética, como materiais (bio)miméticos
que, sendo preparados em laboratério, mimetizam algumas propriedades dos materiais
bioldgicos, a fim de permitir uma maior estabilidade e reprodutibilidade na funcdo do
biossensor. [13]

Cada elemento de reconhecimento deve conter um local de ligacao para interagir com o
analito, apresentar estabilidade face ao meio e as condi¢cdes de medicao e permitir a sua
ligacdo a um suporte fisico por métodos apropriados sem afetar o seu desempenho. O
modo de atuacdo do elemento de reconhecimento perante o analito alvo varia de acordo
com a natureza do proprio elemento de reconhecimento. O elemento de reconhecimento
pode interagir com o analito por processos de afinidade, como é o caso da interacdo entre
um com anticorpo e o seu antigénio, ou por a¢do catalitica, como é o caso da atuacdo de
uma enzima sobre o seu substrato. As enzimas e 0s anticorpos sdo efetivamente 0s
elementos de reconhecimento mais utilizados em biossensores. [11]

Existem varios tipos de elementos de reconhecimento, nomeadamente, as proteinas
recetoras, anticorpos, antigénios, enzimas, polimeros de impressdo molecular e os acidos
nucleicos. [11]

Quando o elemento de reconhecimento do biossensor € uma enzima, 0 biossensor toma a
denominacdo de enzimatico. Estes biossensores foram os primeiros a aparecer e tém
como vantagem, o fato das enzimas serem catalisadores biologicos, altamente seletivos.
Existem, porém, algumas desvantagens associadas a estes dispositivos, nomeadamente a
reduzida estabilidade destes materiais de origem biologica, alterando a sua atuagdo
mediante a variacdo de pH, de temperatura e de pressdo associadas ao meio de medida.
[13]

Os biossensores que utilizam anticorpos como elementos de reconhecimento sdo

denominados imunossensores. Tipicamente, 0s anticorpos encontram-se ligados ao



transdutor, sendo a ligacdo anticorpo/antigénio passivel de ser detetada por varios
transdutores. A grande vantagem da utilizacdo de anticorpos prende-se com a elevada
afinidade e seletividade que estes materiais apresentam para com o antigénio alvo,
permitindo o contacto direto do biossensor com amostras de grande complexidade.
Porém, tal como as enzimas, a sua atuacao varia com as condicdes externas do meio. [13]
Neste contexto, os recetores de origem sintética que tentam mimetizar as propriedades de
materiais biolégicos tém vindo a assumir um papel crescente no dominio dos
biossensores.[11] [13]

Uma abordagem alternativa aos elementos de reconhecimento bioldgico natural € o uso
de sistemas (bio)miméticos, que sdo capazes de se ligar as moléculas alvo com afinidade
e seletividade aproximando-se dos sistemas anticorpo-antigénio. Os PIMs tém varias
vantagens quando comparados aos anticorpos naturais como por exemplo, maior
estabilidade, robustez, excelente estabilidade quimica e térmica, apresentam custo-
beneficio na fabricacdo e podem ser armazenados em estado seco a temperatura ambiente
por um longo tempo. Além disso, oferecem uma alternativa de baixo custo, sensivel e
altamente seletiva como recetores, normalmente, para biossensores eletroquimicos. [14]
[15]

Portanto, os materiais de impressdo molecular fornecem uma abordagem interessante
para a detecdo da glucose em detrimento dos biossensores comerciais que usam a enzima.
Este processo consiste num processo de copolimerizacdo entre monémeros funcionais e
cross-linkers (agentes reticulantes) na presenca do analito alvo que deve, ap6s a remocao,
reconhecer seletivamente a molécula. [16]

O polimero &, genericamente, sintetizado por impressao molecular, criando cavidades na
matriz polimérica com afinidade para molécula modelo escolhida. Apos a sua remocao,
ficam os locais de ligacdo que sdo complementares a molécula e capazes de reconhecer
essas moléculas, conforme representado na Figura 3. O tamanho e a estrutura das
cavidades determinam a seletividade que o PIM apresenta parece reconhecer a molécula
modelo. Em processos de impresséo covalente, o PIM estabelece ligages covalente com
a molécula alvo; em processos de impressao ndo covalente, ha interacdes electrostaticas
(ionicas, polares e pontes de hidrogénio) entre os grupos funcionais nos mondémeros

utilizados e a molécula alvo. [18]



Polimerizagdo Remogio

Fig. 3. Esquema de um biossensor baseado num PIM.

O processo de preparacdo do PIM tem como base, geralmente, trés passos essenciais: 1)
a incubacdo do monémero e da molécula alvo, de forma que haja interacdes e ligacdes
entre ambos; 2) o uso de cross-linkers (agentes reticulantes) e iniciadores que sob
condicdes elétricas/térmicas adequadas conduzem a formacao de um polimero reticulado
a volta da molécula alvo; 3) e a remoc¢do da molécula alvo, que revela as cavidades
complementares a molécula alvo, do ponto de vista da sua dimensdo e das suas
caracteristicas eletrostaticas (Figura 4), para as quais a molécula alvo apresenta elevada
afinidade. [18]

Monomeros
Funcionais —1

Remocdo do
Modelo
Polimerizacdo
Formacdo de
cavidades na Religacdo do
o liméri
estrutura polimérica Modelo

Fig. 4. Esquema dos varios passos para formagao do PIM (adaptado de [18]).

A polimerizacdo com radicais livres é a forma mais tradicional para a produgdo de um
PIM. Quando realizada em grande escala, esta técnica revela-se pouco eficiente, pois leva
a perdas substanciais de polimero e da molécula alvo [18]. E neste contexto que a
eletropolimerizacdo surgiu na literatura como alternativa a polimerizacdo impressa. O
PIM é produzido diretamente na superficie do transdutor, num filme fino, que
proporciona muitas vantagens, como o controlo eficaz da espessura do polimero, a

preparacdo rapida e a ligacdo mais firme e robusta a superficie do transdutor.
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A eletropolimerizagdo baseia-se na oxidacéao e reducdo do mondémeros funcionais, a partir
de potenciais aplicados. O processo inicia-se com a oxidagdo do monémero, que gera um
crescimento da estrutura polimérica, na superficie do transdutor (que pode ser constituido
por um vidro condutor, carbono ou metais) [19]. As interacdes entre catiGes e mondmeros
neutros, catalisam o crescimento e formacéao do polimero [19]. Os radicais catifes surgem
quando hé oxidacdo dos atomos na superficie do elétrodo. A espessura da matriz do PIM
é controlada a partir do nimero de ciclos ou até do método/potencial aplicado no elétrodo
de trabalho. [20]

Quando a eletropolimerizacdo se encontra concluida, ha a formacdo de uma matriz
polimérica com a molécula alvo inserida na matriz reticulada, que se encontra no elétrodo
de trabalho. Depois da remocdo molécula alvo, surgem pequenas cavidades comelevada
afinidade para a molécula alvo. Se o analito de interesse coincidir com o0 modelo, acontece
a ligacdo exatamente nas cavidades, que gera mudancas nas propriedades eletroquimicas
do sistema que podem ser detetadas e medidas.[18]

Ha uma diversidade de técnicas de impressdo polimérica: impressdo em superficie,
polimerizacdo em bulk e impressdo em epitopo. Para moléculas de tamanho reduzido
(como é o caso da glucose), a técnica de eleicdo é a polimerizagdo em bulk. Esta
polimerizagdo consiste numa mistura de todos as componentes (molécula modelo,
monomeros etc.), que é depositada na superficie do elétrodo, sendo depois aplicada uma

condicdo eletroquimica adequada a formacéo in-situ do polimero [21].

2.5.2  Transducao do sinal

Um elemento de reconhecimento molecular pode ser interligado a um nimero diferente
de transdutores de sinal. O transdutor converte o sinal molecular num sinal elétrico ou
digital, que pode ser quantificado, exibido e analisado. Os transdutores encaixam em
quatro categorias gerais: eletroquimicos (ou seja, amperimétricos e potenciométricos),
oticos (ou seja, colorimétricos, fluorescentes), com base em massa (ou seja, piezoelétricos
e de ondas acusticas) e calorimétricos (com base temperatura). [13]

O transdutor de um biossensor deve permitir a adaptacéo do elemento de reconhecimento,
tendo como objetivo oferecer selectividade para a monitorizagdo da propriedade medida

e sensibilidade para a variagcdo em curso na gama de concentragdes de interesse [13].
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2.5.3 Biossensores Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos sao atualmente o tipo mais comum de biossensor devido
a sua portabilidade, simplicidade, sensibilidade, custo, tamanho, reposta rapida facilidade
de uso, ndo necessitando de um pré-tratamento da amostra e permitindo efetuar
determinac6es num intervalo alargado de concentrac@es. Os biossensores eletroquimicos
podem ser usados em casa ou no consultério do medico como dispositivos POC. [13]
As componentes principais de um biossensor, sdo o recetor e o transdutor. A classificacao
dos biossensores, & muitas vezes baseada no elemento transdutor. Nos biossensores
eletroquimicos, os transdutores sdo elétrodos. [13] Atualmente, estes elétrodos tendem a
assumir dimensfes cada vez mais reduzidas, requerendo quantidades cada vez mais
reduzidas de material condutor. Foi com esta visdao que o aparecimento de elétrodos
impressos (Screen Printed Electodes, SPES) se tornou um sucesso cientifico e de
mercado. Os SPEs possuem trés elétrodos essenciais: um elétrodo de trabalho (ET), um
contra elétrodo (CE) e um elétrodo de referéncia (ER) (Figura 5).

O ET é o local onde ocorrem as modificacBes na superficie, com proteinas, biomoléculas,
que contém afinidade para com a molécula alvo, tendo em vista a sua detecdo. [22] As
modificacBes na superficie variam de acordo com o crescimento do filme polimérico, a
taxa de polimerizacdo e a oxidacdo do mondmero. [19] A constituicdo e 0 comportamento
eletroquimico desta superficie podem variar, de acordo com o material que é utilizado,

como materiais condutores (metais) e nano materiais de carbono.

Contra elétrodo
Elétrodo de
Trabalho

Conexado C.E.

\

Elétrodo de
referéncia

Conexdo E.T.

Conexdo E.R.

Fig. 5. Esquema dos constituintes de SPE comercial (adaptada da Metrohm DropSens).

A técnica para a producdo dos SPEs é chamade de screen printing, encontrando-se
descrita na Figura 6. Esta técnica envolve a deposicao e dispersdo de uma, ou varias,

camadas de um elemento condutor (carbono, prata, ouro), em fase liquida, sobre um
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molde presente na superficie de um substrato (PVC, do inglés, poly(vynil chloride),
cerdmica, cortica). Apos a deposi¢cdo do material condutor liquido segue-se um
tratamento térmico, geralmente em estufa, para favorecer a cura do material e
melhorar as propriedades elétricas do material obtido [23]. E uma técnica que
apresenta robustez, reprodutibilidade, baixo custo e excelentes resultados.

representado na Figura 6.

Espremer 5 Molde da
N—p asta tela
I's

Substrato ——

Abrigo -/
/

kPasla transferida

Emulsdo

Fig. 6. Técnica de fabricagio de SPE (adaptado de [23]).

As reacles eletroquimicas que acontecem na superficie do elétrodo sdo detetadas,
interpretadas e analisadas pelos biossensores eletroquimicos, ou seja, ha um sinal que se
baseia no aumento e/ou no decréscimo da resposta eletroquimica do elétrodo, que tem
variacdes consoante a concentracdo do analito de interesse. [24]

Os elementos de reconhecimento (antigénios/anticorpos, acidos nucleicos, proteinas
recetoras) sao responsaveis por reconhecer com afinidade a molécula alvo, gerando
interacdes que sdo detetadas e medidas em forma de correntes, potenciais, mudangas na
impedancia ou na concentracdo de ides do sistema.[25]

Esta medicdo eletroquimica pode ser realizada a partir de varias técnicas, entre elas a
amperometria, voltametria ciclica (CV, do inglés, cylic voltammetry), voltametria de onda
quadrada (SWV, do inglés, squared wave voltammetry), técnicas potenciométricas e
impedimétricas, tal como a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés,

electrochemical impedance spectroscopy). [22]
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2.5.3.1 Amperometria

E uma técnica eletroanalitica, que se baseia na aplicacdo de um potencial fixo, na
superficie de um elétrodo de trabalho, no qual é gerada uma corrente faradica passivel de
ser medida e quantificada. Esta corrente, resulta na troca de eletrbes a partir da oxidagéo

e reducdo dos compostos envolvidos, e é proporcional a concentra¢do do analito. [26]

A auséncia de potencial de varrimento € o que difere a amperometria da voltametria, uma
técnica explicada mais adiante nesta dissertacdo. A grande vantagem desta técnica € o
baixo limite de detecdo (LD) associado, uma vez que a fixacdo do potencial resulta numa
corrente insignificante necessaria para a aplicacdo do potencial no sistema, diminuindo o

sinal de ruido de fundo que afeta o LD negativamente. [27]

2.5.3.2 Cronoamperometria

E um método em que a corrente no estado estacionério é medida em funcdo do tempo,
sendo aplicada um potencial de onda quadrada na superficie do ET, suficiente para que
aconteca uma reacdo quimica, a partir do qual a corrente é analisada em relacdo a sua
resposta temporal. Ha transformacBes permanentes que ocorrem na interface entre a

solucdo e o elétrodo (ex. formacédo do PIM). [26]

2.5.3.3 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A medida de Impedancia pode ser extremamente Util em sistemas eletroquimicos. S&o
métodos que funcionam a partir de pequenas perturbacGes de baixa amplitude aplicadas
no elétrodo, sendo esta a diferenca em relacéo a outras técnicas que envolvem varrimentos

lineares ou degrau de potencial. [28]

A impedancia tem duas componentes, a resisténcia e a reactancia, [29] e o0 que se avalia
sdo as mudancas que acontecem na resisténcia e na reactancia, apos esta perturbacdo. A
resisténcia deriva das colisbes entre particulas carregadas condutoras e a reactancia é a
oposi¢cdo ao movimento de particulas carregadas. A impedancia é medida consoante a
resposta da corrente gerada pela voltagem de baixa amplitude aplicada. [29] [28] O racio
do pico do valor da voltagem (V) méxima presente no circuito e a corrente maxima € a
impedancia. [29]
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V(t
Z(t) = Q
I(t)
A corrente | é medida no ET. O ER é a referéncia para conhecer-se o valor do potencial
elétrico entre a solugdo e contacto metélico. O CE mantém a voltagem desejada no
elétrodo e fornece corrente para a solucdo, sendo esta voltagem monitorizada pelo ER.

[30]

As mudangas nas propriedades elétricas na superficie do elétrodo sdo detetadas pelos
eventos de (bio)reconhecimento e monitorizadas por técnicas de impedancia. [31] A
impedancia ¢ um valor complexo, sendo composta por uma parte real ZR e uma parte
imaginaria ZI, composta por uma fase ® e um modulo |Z| (Figura 7), podendo ser descrita
de ambas as formas (Figura 7). [32] [28]

.
N

%7 K 0

>
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Fig. 7. Componentes da Impedancia [32].

A impedéncia é determinada em diferentes frequéncias, obtendo um espectro de
impedancia. [32] O EIS é essencialmente a aplicacdo de uma corrente alternada sinusoidal
de baixa amplitude, gerada a partir de uma voltagem de 2-10 mV, gque permite testar e

medir as propriedades resistivas e capacitivas dos materiais. [33]

Um circuito equivalente é geralmente usado para analisar o espectro obtido. Tipicamente
usa-se o circuito de Randles, quando existe contacto entre o eletrolito e o elétrodo. Este
circuito baseia-se numa aproximagdo experimental com elementos de um circuito
adaptados ao processo eletroquimico, nomeadamente resisténcia (R), capacitancia (C),
impedancia de Warburg, e um elemento de constante fase (CPE), em conformactes
paralelas ou em série (Figura 8). [33] [28] A componente Rs descrita no circuito

corresponde a resisténcia da solucéo; R a resisténcia da transferéncia de carga; Cqi a um
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condensador de camada dupla e W a impedancia de Warburg. [32] O fluxo da corrente
produzido pelas reacBes redox na interface corresponde ao Rct; 0 Rs corresponde a
resisténcia da solugdo; o Cqi é resultado do armazenamento de carga na interface das duas
camadas; e W € aimpedancia da corrente resultante da difusdo da solugéo para a interface.
[32] Os valores de Rs e de Rt podem ser determinados atraves da representacdo grafica

de Nyquist, conforme detalhado na Figura 9. [33]

(%DL
i
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Fig. 8. Circuito equivalente de Randles. [32]
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Fig. 9. Descricdo das componentes da impedancia. [32]
De uma forma geral, a grande vantagem da EIS, quando comparada com outras técnicas

eletroquimicas, decorre do facto de ndo alterar a superficie por acdo potenciais aplicados,

ja que os valores de potencial aplicados s&o muito baixos.

25.3.4 Voltametria

A voltametria € uma técnica amperimétrica na qual é efetuado o varrimento dos valores
de potencial numa determinada gama de valores. [31] Existem varias formas de aplicar
este varrimento de potencial [31], entre as quais a voltametria ciclica (CV, do inglés,

cyclic voltammetry), sendo esta possivelmente a mais utilizada. Na CV existe uma
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alterndncia entre dois valores da voltagem, V1 e V2, a uma determinada taxa. Quando o
potencial atinge V2 regressa novamente para V1. [31] A taxa de varrimento é o rcio
entre as diferencas dos potenciais e dos intervalos temporais. [31]

Taxa de varrimento = (V2 —=V1)/(t2 — t1)

A voltagem é medida entre 0 ET e 0 ER, enquanto a corrente € entre 0 ET e o CE. Sendo
a corrente inversamente proporcional a voltagem, a corrente diminui quando ha um
aumento da voltagem, em prol do V2, e quando passa o potencial de reducéo
eletroquimico do analito, um pico é formado devido ao potencial de oxidacdo que foi
ultrapassado. Quando a voltagem ¢é invertida e aumenta em prol de V1, existe uma
reoxidacdo que produz um aumento na corrente. Entdo a corrente diminui e o segundo
pico é formado. [31] [26] Outra técnica voltamétrica bastante utilizada é a voltametria de
onda quadrada (SWV, do inglés, squared wave voltammetry), na qual o sinal de excitagdo
é composto por um pulso simétrico de onda quadrada de amplitude, realizado com uma
forma de onda em escada, com uma altura em degrau. A corrente liquida é determinada
medindo a diferenca entre as correntes diretas e reversas. A SWV ¢é considerada uma
ferramenta essencial para a detecdo de biomoléculas relevantes, como proteinas, acidos
nucleicos, etc., apresentando como vantagens a elevada taxa de varrimento durante a
analise para um baixo consumo de espécies eletroativas. [26] A voltametria de impulso
diferencial (DPV, do inglés, differential pulse voltammetry) é também uma técnica
voltamétrica relevante. Nesta técnica sdo efetuados impulsos de pequena amplitude que
promovem a sensibilidade e a precisdo do método. A DPV permite a aplicacdo do
potencial com uma série de impulsos sequenciais com amplitudes fixas e continuas. A
corrente é medida imediatamente antes da aplicacdo do impulso e apds o término do
impulso, sendo determinada a diferenga entre ambos os valores atuais. A representacao

do pico traca a diferenca atual para cada ponto de impulso em funcdo do potencial [26].

No seu conjunto, as técnicas eletroquimicas permitem uma analise versatil do
desempenho analitico dos biossensores eletroquimicos, fornecendo informagdo muito
relevante sobre os fendmenos de interface entre o elétrodo e a solucdo, que conduz a
aplicacbes analiticas sensiveis, com capacidade para detetar baixos niveis de

concentragéo de analito.
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2.6 Biossensores de glucose

O aparecimento dos biossensores permitiu que o processo de medicdo de glucose fosse
bastante facilitado, ultrapassando os inimeros inconvenientes decorrentes da necessidade
de deslocacdo de um paciente a um laboratorio de analises, varias vezes ao dia. Além
disso, o processo de medigcdo em si é facil e rapido. como a facilidade e a rapidez da
medicdo. Embora os eletroquimicos sejam 0s mais comuns, existem hoje varios
dispositivos para a monitorizacdo da glucose, recorrendo a elementos de

bio(reconhecimento) e de transducdo diferentes. Essa diversidade esta patente na Figura

10. [11]
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Fig. 10. Classificacdo dos biossensores da glucose (adaptado de [11] ).

Nesta dissertacdo foram considerados, em particular, os biossensores eletroquimicos,
uma vez que este é o topico principal deste plano. Estes dispositivos sdo atualmente muito
utilizados devido a sua versatilidade, elevada sensibilidade, seletividade, custo reduzido,
resposta rapida em contexto POC, como referido anteriormente. Existem varios tipos de
biossensores, mas 0s mais usados na detecdo da glucose sdo os amperimétricos, que

permitem a analise do fluxo de eletrbes, gerando uma corrente entre as espécies quimicas

[11].



Os biossensores eletroquimicos sdo os dispositivos de elei¢do para a dete¢do da glucose,
recorrendo a uma ou mais enzimas para catalisar e mediar a transferéncia de eletrdes entre
0 analito e a elétrodo. Na detecdo especifica da glucose é frequente o uso da Glucose
Oxidase (GOX), por ser estavel, possuindo uma grande afinidade com o analito (glucose)
e ter uma grande acgdo catalitica. [11] [34] A escolha de um mediador redox para avaliar
as transferéncias eletronicas e modificagdes na superficie deve ser feita mediante a
apresentacdo de varias caracteristicas que favorecam a reacéo, tais como:

« ter uma boa mobilidade na matriz;

o ser estavel e electroquimicamente reversivel (estados de oxidacao /reducéo);

o manter o pH do sistema;

« permitir uma similaridade entre o potencial redox e o cofator da enzima;

« n&o permitir reacdes que afetem a matriz;

 efetuar uma mediacdo rapida. [11]

2.8 Mediador Redox

O dinucledtido de flavina e adenina (FAD, do inglés flavin adenine dinucleotide), é uma
coenzima que participa ativamente no metabolismo da glucose (Figura 11), capaz de
sofrer oxidacdo e reducdo de modo reversivel. Além disso, possui uma excelente
afinidade com a glucose. [35] [36]
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Fig. 11. Representacdo esquematica do papel possivel do FAD para a oxidacdo catalitica da glucose
(adaptado de [35]).

A reacdo consiste na transferéncia de hidretos (H-H) durante o contacto entre 0 FAD e a
glucose, no esquema a). O FAD ao entrar em contacto com a glucose promove a oxidacdo
da glucose, que perde dois eletrGes. Neste caso, ha transferéncia de hidretos, em b),
formando-se um complexo FAD-glucose I, em c).[35] Na GOXx existe um residuo acidico
enzimatico, no grupo béasico na GOXx, que facilita a transferéncia de um par protéo/eletrdo
entre as 3 moléculas de FAD, GOx, e Glucose em d). Isto inclui um ataque nucleofilico
pelos eletrdes no ndcleo lumi-flavin do FAD, que é seguido de uma desprotonacao da
glucose e consequente rearranjo que € a troca de hidretos, da glucose para a flavina, que
resulta na formacédo do intermediario FAD-Glucose Il d). O FAD depois reduz-se para
FADH: e outra espécie oxidada o AGL (Acido Gluconico), que aparece como resultado da
clivagem do complexo FAD-glucose Il. [35] A hidrolisacdo do GDL (Glucona Delta
Lactona) da origem ao AGL f); depois o FAD ¢é reduzido e a glucose oxidada. O
FADH: pode ser reoxidado para FAD em conjunto com o O2, com libertagéo do H>O: g),
finalizando o ciclo de novo para o FAD. [35]

2.9 Biossensores eletroquimicos com impressdo molecular para a

glucose

Atualmente, foram desenvolvidos varios biossensores eletroquimicos para a detecdo da

glucose baseados na técnica de impressdo molecular, resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1- Biossensores eletroquimicos para a detecdo da glucose.

Substrato Técgiuc;;rln I;:(!Ztro- Matriz onl‘_i;)irl?al
GCE CVIEIS Pirrol 1,0x105M  1,0x10° 151,?5‘)(1?;6& [37]
Au EPC/DPV/CV EHA 10 mM 10x10% | 200a8x103  [38]
c EIS CAF 1,0x100 g/ 8,84x107 8'8‘;”‘;26 a 39
Ni cv Quitosano 2,0 uM 2,0 10 a 200 [40]
C cv Quitosano 4,01 uM 4,01 12,2a2,3x10°  [41]
NaOH XPS p(’;‘lfl‘:'r‘;‘aﬁo 0,65 UM 0,65 10a25x10°  [23]

CAF: Acido cafeico CV: Voltametria Ciclica, do inglés, cyclic voltammetry; EIS: Espectroscopia de
Impedéancia Eletroquimica, do inglés, electrochemical impedance spectroscopy; EPC: Eletrolise de
potencial controlado; DPV: baseado em differential pulse voltammetry; EHA: Etilhexilacrilato; GCE:
Elétrodo de carbono vitreo; XPS: Espectroscopia fotoeletrénica de raio-X.
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo serd apresentada uma descri¢cdo pormenorizada do material, dos reagentes
e dos equipamentos utilizados, bem como os procedimentos experimentais necessarios
para a construcdo do biossensor eletroquimico baseado na impressdo molecular (PIM)
para a detecdo da glucose. Para além do P1M, é também usado um polimero ndo impresso

molecularmente (PNI), como controlo, preparado na auséncia da glucose.

3.1 Equipamento

As medidas eletroquimicas foram avaliadas com um potencidstato/galvandstato da
Palmsense (Figura 12 A), controlado pelo software PSTrace eletroquimico 5.9 (Figura
12 B). Os elétrodos de carbono foram produzidos no laboratério, através da tecnica
screen-printing, utilizando uma tinta de carbono adequada (Figura 12 C). Estes foram
interligados ao potencidstato/galvandstato por uma caixa produzida no laboratério
(Figura 12 D).

R
T

Fig. 12: A) Potencidstato / galvandstato Palmsense; B) Software eletroquimico PSTrace 5.9; C) Caixa de
leitura dos elétrodos; D) SPE produzido no laboratério.
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3.2 Reagentes

Ao longo deste plano, todos os reagentes foram utilizados conforme adquiridos.
Hexacianoferrato de potéssio (Il) (Ks[Fe(CN)g].3H20) foi obtido na PanReac
AppliChem; Hexacianoferrato de potassio (I11) (Ks[Fe(CN)e]) foi adquirido na Carlo
Erba; Cloreto de Potassio (KCI) foi obtido na Honeywell Fluka; Tampéo fosfato-salino
(PBS) foi obtido na Sigma-Aldrich; Glucose Monohidratada (CeH1206H20) foi obtido no
Alfa Aesar; Pirrol (CsHsN) foi obtido pelo TCI (Tokyo Chemical Indutry); FAD hidratada
(C27H31N9Na2015P2). x H20 foi obtido na Thermoscientific e a Pasta de carbono foi obtido

na Sun Chemical.
3.3 Solucoes

Ao longo de todo este plano, foi utilizada Agua Milli-Q ultrapura. A otimizacdo da
limpeza dos elétrodos foi avaliada com 0.1M KCI em Agua Milli-Q ultrapura. Para
avaliar as alteracOes eletroquimicas que decorreram na superficie do ET, durante o
processo de limpeza, foi preparada uma solugdo de 5,0x103M [Fe(CN)s]* e [Fe(CN)e]*~
em 0.1M PBS (pH = 7.4).

As solucbes do PIM e do PNI foram otimizadas ao longo do plano, o que implica
alteracbes nas concentracdes do mondmero e/ou proteina. As solugdes do PNI foram
preparadas em 0.1M de PBS, com uma concentragdo de Pirrol de 1,0x10° M, 1,0x107?
M e 1,0x10"T M e com uma concentracio de FAD de 1,0x10° M, 10,0x10% M, 25,0x10°
8 M, 50,0x10° M e, por fim, 100,0x10° M.

As solugdes do PIM foram preparadas com concentragdes de glucose de 10,0x10° M e
100,0x107 M, com uma concentragio de Pirrol de 1,0x10° M, 1,0x102 M e 1,0x10 M
e com uma concentragdo de FAD de 1,0x103 M, 10,0x10° M, 25,0x10% M, 50,0x1073
M e, por fim, 100,0x103 M.

Apos a modificagéo da superficie do ET, foram realizadas varias leituras sucessivas com

uma solucio desarejada de 0,1 M KCI em Agua Milli-Q ultrapura.

Para avaliar a performance analitica do biossensor, foram preparadas diferentes

concentracgdes de glucose em 0,1 M de PBS.
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3.4 Homemade SPE’s

O screen-printing € uma técnica que consiste em espalhar uma tinta através de uma
superficie, de forma a criar um design impresso. A grande vantagem desta técnica € a
producdo de uma vasta gama de substratos rigidos ou flexiveis, que incluem superficies
que podem esticar, usando diferentes materiais. [43] [23]

A producéo destes sensores, que foram utilizados ao longo deste projeto, requerem tinta
de carbono, que é aplicada camada por camada, sobre um substrato de PVC, que possui
na sua estrutura o desenho de trés elétrodos. Esta aplicacdo é feita pela técnica de
homemade screen-printed. Entre cada deposicdo de tinta, os substratos vdo a estufa
durante 30 minutos, com temperatura de 60°C, para proceder a cura de cada camada. Uma
vez que as camadas de tinta estdo completas, as mascaras sdo removidas cuidadosamente,
como é possivel observar na Figura 13; posteriormente, é feita a limpeza dos residuos de

tinta, com azoto, como é possivel observar na Figura 14.

Fig. 13. Remocao das mascaras Fig. 14. Remocdo dos residuos
do substrato PVC. com azoto.

3.5 Procedimentos Eletroquimicos
As modifica¢bes na superficie do elétrodo antes e apds a limpeza eletroquimica foram
seguidas pelas seguintes medidas eletroquimicas: CV, EIS, SWV. Estas medicGes foram

realizadas com o mediador redox de ([Fe(CN)s]*’*, preparado em 0.1M de PBS.
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A CV utiliza potenciais de -0.3V a +0.7V, com uma velocidade de varrimento de 0.05
V/s. A EIS tem a perturbacdo de 0.01V de amplitude e frequéncia de 60, distribuidas
numa escala logaritmica de 0.1 a 100000 Hz. Por fim, a SWV utiliza potenciais de -0.3V

a +0.7V, com uma frequéncia de 2.0 Hz, e uma amplitude de 0.01V.

Apbs a polimerizacao do PIM e do PNI, as modificaces na superficie do elétrodo foram
seguidas, através de leituras diretas em 0.1M KCI sem mediador redox, por DPV que
utiliza potenciais de -1.3V a-0.6V.

Os elétrodos foram lavados com &gua Milli-Q ultrapura e secos com azoto, entre cada

incubacdo ou medida.
3.6 Pré-tratamento dos elétrodos

Os elétrodos produzidos através da tecnologia de homemade screen-printed, precisam de
um pré-tratamento adequado. De acordo com a literatura, o pré-tratamento dos elétrodos
é fundamental para remover algumas impurezas que possam estar na superficie e para
aumentar a reprodutibilidade em diferentes elétrodos, de forma a comecarem com o

mesmo comportamento eletroquimico. [44] [45]

Antes e ap0s o tratamento dos elétrodos, as caracteristicas eletroquimicas séo avaliadas
com trés técnicas eletroquimicas, como a CV (1 e 3 ciclos), a EIS e 0 SWV utilizando a
solugdo de [Fe(CN)s]*" e [Fe(CN)s]*. Durante este trabalho, o pré-tratamento dos
elétrodos foi efetuado com KClI, através de CV, aplicando potenciais de -1.0V a +1.0V,
onde foram testados diferentes numeros de ciclos, nomeadamente 15, 20, 30 e 40 ciclos

de forma a otimizar a melhor condicéo.

Na limpeza com KCI, espera-se observar um maior fluxo de eletrdes no elétrodo de
trabalho, ou seja, € expectdvel um aumento a corrente e uma diminui¢do da impedéancia.

Além disso, com esta limpeza a superficie fica mais hidrofilica introduzindo ides de

Fig.15. Superficie do elétrodo limpo com KCI.

cloreto (Figura 15).
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3.7 Construcéo do PIM
A construcdo do PIM para a detecdo da glucose envolve dois passos: a polimerizacdo em
bulk com a glucose e remocdo com agua. Em paralelo, foi realizada a construcao do PNI,
que funciona como controlo, € similar a do PIM, com excec¢do da presenca da molécula-

alvo. (Figura 16)

e

‘ Glucose

@ Pirrol

FAD

-

Deposigdo Electropolimerizagdo

Remogdo

Fig. 16. Construgdo do PIM utilizando a polimerizacdo em Bulk para a dete¢éo da glucose.

O primeiro passo para a construcdo do biossensor foi a eletropolimeriza¢do do monémero

em estudo, o pirrol (C4sHsN), como é possivel observar na Figura 17.

Fig. 17. Estrutura molecular do monomero Pirrol [46].

Devido a sua facilidade de oxidacdo, o pirrol é transformado em polipirrol, quando
aplicado um potencial anddico na superficie do elétrodo, como é possivel observar na
Figura 18. [46]
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Fig.18 — Polimerizacdo do Pirrol (adaptado de [46]).

3.8 Remocédo da molécula-alvo
A remocdo da molécula alvo, ou seja, da glucose, ocorre apos a formagdo da matriz
polimérica, que deixa cavidades que sdo complementares ao alvo. Este sensor PIM €
criado apos a remocéo da glucose.
Para remover a glucose da matriz polimérica utilizou-se a &gua ultrapura. O ET foi
incubado com a agua, a temperatura ambiente e em camara humida. Foram testados
diferentes tempos de incubacdo de forma a ndo danificar a estrutura polimérica e remover

a molécula alvo. A remocéo foi efetuada tanto no PIM como no PNI (controlo).

3.9 Performance analitica
O desempenho analitico do biossensor foi avaliado através da curva de calibracéo,
recorrendo ao DPV. Para tal, foram usadas concentracfes crescentes da glucose,
incubadas no ET, durante 30 minutos. As incubagbes foram realizadas a temperatura

ambiente, numa camara humida (Figura 19).
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Fig. 19. Incubacéo das varias concentracdes de glucose na cmara himida.
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4. Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na construcao do

biossensor, bem como o seu desempenho analitico.

4.1 Métodos Eletroquimicos de Limpeza
As medidas eletroquimicas como CV, EIS e SWV foram utilizadas para avaliar as
alteracOes eletroquimicas (valores de corrente e de impedancia), antes e depois da

limpeza usando a solucéo de ferro, como mediador redox.

Neste procedimento eletroquimico, foram avaliadas as alteragdes induzidas pela limpeza
com KCI. A limpeza dos SPEs de Carbono com KCI foi realizada por CV de -1.0V a
+1.0V. Foram testados diferentes nimeros de ciclo, nomeadamente 15, 20, 30 e 40 ciclos,
a fim de encontrar o melhor procedimento de pré-tratamento. O objetivo deste pré-
tratamento é melhorar o desempenho eletroquimico do elétrodo bem como, aumentar a
reprodutibilidade entre diferentes elétrodos. Os resultados com 15 ciclos (Figura 20)
mostram um pequeno aumento na corrente no CV (Figura 20A), de 132 pA, para 141
WA, e no VOC (Figura 20C) de 61.27 pA para 73.31 pA, enquanto no EIS (Figura 20B)

ocorreu uma diminuicdo da resisténcia-transferéncia de carga de 286.3 Q, para 218.8 Q.

-- Antes daLimpezado Elétrodo Depois daLimpezacom 15CV
150 T~ 160 T__ 801 _
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O : 0
0 e 80 40
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50 b PO e, @ e
-0.5 0.1 0.7 170 420 670 -0.3 0.2 0.7

Fig. 20. Medidas Eletroquimicas, CV (A); EIS (B) e SWV (C) para avaliar as alteracOes eletroquimicas

antes e depois da limpeza com 15 ciclos.

Seguidamente, foi testada a condicdo de 20 ciclos de limpeza. Apds a limpeza é possivel
verificar também um pequeno aumento da corrente no CV (Figura 21A) de 137 YA para
147 pA e no SWV (Figura 21C) de 57.39 pA para 68 YJA. No EIS (Figura 21B) é
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possivel observar uma diminuigdo da impedancia, de 291.9 Q para 234.2 Q. Com esta
limpeza, as alteracgdes verificadas foram muito semelhantes com a limpeza com 15 ciclos.

__Antes dalimpezado Elétrodo  Depois da Limpeza com 20 CV

160 T 80 +

Potential (V), 0 ' -
0.7 .

Potential (V).

Fig. 21. Medidas Eletroquimicas, CV (A); EIS (B) e SWV (C) para avaliar as alteracdes eletroquimicas
antes e depois da limpeza com 20 ciclos.

Como tal foi testada a limpeza com 30 ciclo, e os resultados mostram um aumento da
corrente significativo na CV (Figura 22A) de 125 pA para 147 pA e no SWV (Figura
22C) de 58,40 pA para 79 pA. No EIS (Figura 22B) ocorre uma diminuicdo significativa
do diametro do semicirculo, de 300,5 € para 191,1 Q em comparagdao com os 15 e 20
ciclos, em que esse aumento da corrente e consequentemente, diminui¢do da impedancia

que foram mais ténues.
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Fig. 22. Medidas Eletroquimicas, CV (A); EIS (B) e SWV (C) para avaliar as alteracdes eletroquimicas
antes e depois da limpeza com 30 ciclos
Por fim, foi testado 40 ciclos de limpeza, para verificar se melhorava mais 0s sinais

eletroquimicos depois do procedimento de limpeza. E verificou-se uma alteracdo pouco
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significativa, relativamente ao procedimento que se efetuou com 30 ciclos. No entanto,
na Figura 23 é possivel verificar um aumento da corrente no CV (Figura 23A) de 116
MA para 137 pA e no SWV (Figura 23C) de 49,39 pA para 72,74 pA. No EIS (Figura
23B) verificou-se uma diminuicao também da impedancia de 386,7 Q para 206,9 Q. Estas

alteracdes sdo consistentes com os resultados apresentados anteriormente.
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Fig. 23. Medidas Eletroquimicas, CV (A); EIS (B) e SWV (C) para avaliar as alteracdes eletroquimicas
antes e depois da limpeza com 40 ciclos.

Analisando todos os procedimentos de limpeza, 0 método de limpeza que foi adotado ao
longo deste projeto foi com 30 ciclos, uma vez que se verificou uma maior diferenca nas

trés medidas eletroquimicas.
4.2 Determinacao dos picos para polimerizacéo do Pirrol

Para efetuar a polimerizacdo € necessario saber os picos de oxidacdo do monoémero.
Inicialmente, os picos do Pirrol foram verificados pela técnica CV de -1.0V a +1.0V com
uma velocidade de varrimento de 0.1V/s durante 1 ciclo (Figura 24C). O valor de
potencial do pico de oxidacao do pirrol é de +0,74V, todavia para garantir a polimerizacao
foi usado +0,8V.

Além disso, foram verificados os picos de oxidacdo do FAD e da glucose (Figura 24A)
utilizando a mesma técnica. No entanto, no caso FAD, a gama de potenciais foi alargada
para -1,5V a +1,5 V com a mesma velocidade de varrimento 0,1V/s durante 1 ciclo
(Figura 24B), uma vez que este apresenta potenciais mais negativos na superficie de

carbono, verificando um pico de oxidagéo a -0,68V.
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Esta verificagdo tem como objetivo, confirmar que a glucose ndo tem nenhum pico
evitando assim, uma co-polimerizacdo com a molécula. Relativamente, aos picos do
FAD, servem para confirmar que pode ser usado como mediador redox, uma vez que é

um sistema reversivel nos potenciais negativos.

Apobs verificar o pico de oxidacdo a +0,8V, utilizou-se a técnica de cronoamperometria

para fazer a polimerizacdo em PIM e PNI.
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Fig. 24. Verificagdo dos picos de oxidagdo da glucose (A), FAD (B) e pirrol (C) usando a técnica CV.

4.3 Otimizagéo da construgéo PNI
Na otimizacdo da construcdo do PNI foram analisadas varias condicGes. Nessa
otimizagéo, foram testadas varias concentragdes do Pirrol (1,0x103; 1,0x10%; 1,0x10*
M), do FAD (10 mM, 25 mM, 50 mM, 0,1 M) bem como diferentes tempos de
polimerizacdo por cronoamperometria, 50s (Figura 25A), 200s (Figura 25B) e 500s
(Figura 25C). Cada modificacdo da superficie do elétrodo apds a polimerizacao foi
avaliada por DPV e SWV, testando primeiramente em PBS. Esta solucdo foi mudada
posteriormente para KCI, uma vez que os resultados ndo estavam coerentes em diferentes

condigdes de polimerizagdo (Figura 25).
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Fig. 25. Medic¢Ges em SWV apds polimerizacdo do PNI, com diferentes tempos de polimerizagdo (A) 50s,
(B) 200s e (C) 500s.

Além disso, 0 SWV ndo foi considerado a melhor técnica para verificar as modificacdes
no elétrodo (Figura 26), uma vez que ao aumentar a concentracdo de FAD com 10mM
(Figura 26A), 25 mM (Figura 26B) e 50 mM (Figura 26C) ndo se observaram
diferencas significativas. Apesar do SWV ser mais adequado para sistemas reversiveis
em detrimento do DPV, procedeu-se a avaliagdo eletroquimica apenas com o DPV

utilizando o KCI para fazer as medidas eletroquimicas.
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Fig. 26. Medi¢Bes em DPV apds polimerizagdo do PNI, utilizando diferentes concentracfes de FAD, 10
mM (A), 25 mM (B) e 50 mM (C).
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Ap0s fazer varias experiéncias e testando as varias condi¢des, a melhor condicao para se
obter um pico estavel e consistente correspondeu a um tempo de polimerizacao de 200s,
0,1 M de FAD e 0,1 M de pirrol (Figura 27).
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400 T

400 T <
13

300 + 300 1

I (HA)

Ay

Potential (V) |

200 — T+ 200 —— ===
-1.3 -1.0 -0.6 -1.3 -1.0 -0.6

Potential (V)

Fig. 27. Medicbes em DPV em KCI, apds atingir as melhores condi¢des de polimerizagdo no PNI. (A)

Estabilizacdo do sensor apos a polimerizacdo e (B) apds a 30 ciclos em KCI.

Como se pode verificar na Figura 27A, o pico nestas condi¢cbes manteve-se estavel com
cerca de 25 VUA. O parametro que foi usado para verificar a estabilidade do sensor foi a
area do pico, uma vez que os picos sofrem desvios (Figura 27A) com diferentes leituras.
Além disso, para completar a polimerizacao foram efetuados 30 ciclos em KCI através da
técnica de CV e, como é possivel verificar na Figura 27B, houve um aumento do valor

da area do pico, com cerca de 26.78 VUA.

4.3.1 Otimizacéao do PIM
Seguidamente, os melhores parametros que foram encontrados no PNI, foram adotados
para a construcdo do PIM. Para este efeito, adicionou-se a molécula alvo, a glucose, para
criar as cavidades na estrutura polimérica e assim garantir seletividade para o analito.

Nesta etapa foram analisadas diferentes concentracdes de glucose (10mM e 100mM).
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4.3.1.1 Concentracao de glucose 10mM

Apbs a polimerizacdo do PIM com 10mM de glucose é possivel verificar, na Figura 28
A, que a area do pico é estavel, apds 3 leituras, com cerca de 35 VUA. Em comparagédo
com PNI (na Figura 28B), o valor da &rea da corrente é inferior (40.80 VA), uma vez
que o PIM tem a molécula da glucose que é passivel de ser oxidada na presenca do FAD,
que desempenha uma dupla funcdo, como mediador redox e mediador de transferéncia

de eletrdes.
—1° Leitura —2° Leitura —3° Leitura —1° Leitura __2° Leitura __3° Leitura
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Fig. 28. Avaliacdo da estabilidade do sinal obtido por DPV apds a polimerizacdo do PIM (A) e PNI (B).

e Remocao da glucose com 30 minutos

Depois da polimerizacdo, a molécula foi removida com &gua ultrapura durante 30
minutos, no elétrodo de trabalho. Na Figura 29 € possivel verificar que houve um
aumento pouco significativo, de aproximadamente de 3VA, em relacdo a polimerizacéo,
0 que indica que a glucose ndo foi removida. No entanto, pode também observar-se que

apos esta remocdo o sinal da area da corrente continua estavel apos 3 leituras.
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Fig. 29. Avaliacdo da estabilidade por DPV apés a remogao da glucose durante 30 minutos.

e Remocao da glucose com 60 minutos

O proximo passo foi aumentar o tempo de remocdo para 60 minutos, sendo possivel
verificar um aumento da area do pico de corrente em aproximadamente 11 VA (Figura
30B) em comparacdo com a corrente apds polimerizacdo (37,42 VUA). Apos a remocao,

como € possivel observar na Figura 30B, o sinal eletroquimico manteve-se estavel ap6s

3 leituras.
700 T 700 +
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| :(% ~PIM 3 remocgao
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Fig. 30. Comparacédo do PIM apds a remocao (A) e a estabilidade apés a remocao (B) por DPV.
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Por fim, foi avaliado o desempenho analitico do sensor, contudo, ndo se encontrou a
estabilidade necessaria ap0s varias incubacdes do elétrodo de trabalho em PBS, tal como

aconteceu no ensaio anterior.

4.3.1.1 Concentragdo de glucose, 100 mM

O préximo passo foi aumentar a concentracdo da glucose para 100mM mantendo o tempo
de remoc3o. E possivel observar na Figura 31 que apds a remogo houve um aumento da

corrente (~56 VWA) comparando os valores da corrente relativamente a area do pico apos

a polimerizagdo (~48 VUA).

600 T ~
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Fig.31. Comparacdo entre o PIM (A) e apds a remocéo da glucose (B).

Em paralelo, realizou-se a constru¢do do PNI como controlo. Como se pode verificar na
Figura 32, houve um aumento da corrente relativamente a area do pico (~69 VUA) em

comparacdo com o PIM que tem (~48 VA), devido a presenca da glucose.
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Fig.32. Comparacéo entre o PIM e do PNI, apds a polimerizagdo.

Apos a remogdo no PNI, pode-se verificar que ocorreu um pequeno aumento da corrente,

cerca de (~3VHA), comparando com os resultados apds a polimerizacdo (Figura 33).
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Fig.33. Comparacdo entre o PNI ap6s a polimerizacao e apds a remocéao

Por fim, procedeu-se a avaliacdo do desempenho analitico com concentragfes crescentes

de glucose, tanto no PIM como no controlo (PNI).
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4.4 Avaliacédo do desempenho analitico do PIM Vs. PNI

Para avaliar o desempenho analitico dos sensores (PIM e PNI) foram testadas
concentracgdes crescentes de glucose (0,1 mM, 1 mM, 10 mM e 100 mM) preparadas em
PBS. Cada concentracdo foi incubada no elétrodo de trabalho durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, em ambiente himido. Contudo, antes de iniciar a calibracdo com
as varias concentracbes de glucose, ambos o0s sensores foram submetidos a varias

incubacBes em PBS, a fim de estabilizar o sinal eletroquimico, para comecar a calibrag&o.

Na Figura 34B é possivel evidenciar que o PIM tem uma resposta linear entre 0,1 mM e
10 mM, saturando com a solugdo de 100 mM. Além disso, verifica-se um R? 0,99, apesar
de s ter trés pontos de linearidade. Em contraste, o PNI tem um comportamento aleatério
(Figura 34D), ndo se verificando linearidade para nenhuma concentragdo de glucose

estudada.

__Branco 0.1 mM —1mM _10mM _100 mM
50 T

y =-8.415x + 28.87
R2 = 0.9986
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Fig. 34. Desempenho analitico em KCI pela técnica de DPV do PIM (A) e a respetiva curva de calibragéo
(B) e do PNI (C) e arespetiva curva de calibragdo (D).
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De acordo com estes resultados, o PIM tem uma melhor resposta do que PNI, no entanto
€ necessario repetir estes ensaios de forma a confirmar estes resultados e a sua boa
reprodutibilidade. Além disso, é necessario fazer mais solucdes padrdo de concentracbes

intermédias, de forma a alargar a gama de concentra¢des em estudo neste sensor.
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5. Conclusdes e perspetivas futuras

O desenvolvimento dos biossensores com a utilizacdo de novos designs, novos materiais
e novas formas de detecdo, tem vindo a aumentar, sendo cruciais para a detegcdo da

glucose em diferentes fluidos bioldgicos, como sangue e urina.

O biossensor sem mediador redox baseado em polimeros de impressdo molecular, tem
inimeras vantagens em relacdo aos biossensores comerciais, como a elevada seletividade,
robustez e resisténcia a condi¢Ges extremas. A producdo de SPEs foi crucial, pois
permitiu que houvesse um pré-tratamento controlado dos elétrodos, os quais
apresentaram um desempenho analitico muito promissor em relagdo aos elérodos
comerciais. O pirrol € um monomero versatil e que permite gerar polimeros condutores,
mas exige cuidados experimentais muito exigentes, pois a interferéncia de pequenas
variaveis € bastante critica no processo de polimerizagdo. O FAD, provavelmente o
composto mais importante do projeto, apresenta uma reducdo numa gama onde decorre a

reducdo de componentes gasoso, pelo que requer um manuseamento bastante controlado.

A técnica cronoamperometria escolhida para realizar polimerizagdo foi a mais adequada,
porque permitiu uma polimerizacao estavel, robusta, que pode durar de um dia para o
outro, sem haver alteracdo na matriz polimérica, tanto no PIM como no PNI, o que
confirma também a estabilidade do polipirrol. Os pequenos detalhes fizeram a diferenca
na determinacdo das melhores condic¢des para a construcdo do PIM; a polimerizagéo em
bulk, foi bem-sucedida pelo fato da glucose ser uma molécula pequena. Além disso, as
estabilizacdes em PBS dao ao biossensor a estabilidade necesséaria para garantia de que
as solucdes da glucose, tenham uma boa interacdo com o transdutor e que a interacdo

observada ndo decorra de outros componentes presentes nas solucdes.

O facto de néo ser necessario um mediador redox (por ex. hexacianoferrato) para avaliar
0 comportamento do biossensor apos cada modificacdo é de extrema importancia, pois

de facilita a utilizacdo do biossensor em contexto real.

Como estudos futuros, é necessario realizar estudos experimentais de reprodutibilidade,
seletividade e a aplicacdo em amostras reais. Apos 0 desenvolvimento da construcéo do

sensor, ambiciona-se a incorporacdo de uma componente eletronica, ou seja, um circuito
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fechado, que possa ser controlado por microcontrolador tendo em vista a quantificacdo
da glucose, com um menor erro associado menor.

O presente trabalho abre caminhos para novos desafios, novas descobertas, e 0 progresso

cientifico tem como alicerce estes pequenos desenvolvimentos.
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