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RESUMO

MONKS, Victoria Porto. Sensor eletroquimico baseado em nanoestruturas de
carbono para monitoramento continuo de glicose em animais. Orientador: Neftali
Lenin Villarreal Carrefio. 2023. 54f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia
de Materiais) — Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia e Engenharia de Materiais.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenga causada pela producéao insuficiente ou ma
absorcao de insulina, horménio de regulagdo da glicose no sangue que garante
energia para o organismo. Dentro da Medicina Veterinaria, a DM & uma das
endocrinopatias mais diagnosticadas em clinica de pequenos animais, podendo
acarretar sérias complicagdes. Portanto, quando o diagndstico é feito de forma
correta, e sua monitoragao e tratamento sao realizados, pode levar a estabilizagdo da
doenga e qualidade de vida prolongada. O método mais comum para monitoragao no
dia a dia é a mensuragao capilar, porém esta pode causar estresse nos animais,
ocasionando muitas vezes a falha no tratamento. Assim, um dispositivo de
monitoramento de glicose continuo é indicado, por ser menos invasivo e fornecer
dados sobre variagcbes na concentragao de glicose intersticial, porém apresenta custo
elevado. Desta forma, o presente trabalho visou produzir um biossensor de glicose
mais acessivel em relagao ao disponivel no mercado. O mesmo foi produzido por meio
de plataformas condutoras compostas por eletrodos de grafeno induzido por laser,
que foram caracterizadas eletroquimica e morfologicamente. Foram estudadas
também modificagbes com diferentes nanoparticulas, a fim de aumentar a
sensibilidade e estabilidade da plataforma sensora, visando a obtengdo de um
biossensor de glicose mais barato. A partir da modificagdo dos sensores com sulfato
de cobre com adigdo de ureia, obteve-se sensores com baixo limite de deteccao
(10,46 uM), boa sensibilidade e resposta na faixa de concentragdo de glicose entre 3
e 4000 pM, além de apresentar eletrodos morfologicamente mais uniformes e
homogéneos. A sintese de nanoestruturas de cobre através do processo de gravagao
direta a laser mostrou-se eficaz, simples, rapida e de baixo custo, tornando esta rota

promissora para futuros estudos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; glicose; grafeno; sensor eletroquimico



ABSTRACT

MONKS, Victoria Porto. Electrochemical sensor based on carbon nanostructures
for continuous glucose monitoring in animals. Advisor: Neftali Lenin Villarreal
Carrefio. 2023. 54p. Dissertation — Postgraduate Program in Materials Science and
Engineering. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Diabetes Mellitus (DM) is a disease caused by insufficient production or malabsorption
of insulin, a hormone that regulates blood glucose and providing energy for the body.
Within Veterinary Medicine, DM is one of the most diagnosed endocrinopathies in
small animal clinic, which can lead to serious complications. Therefore, when the
diagnosis is made correctly, and its monitoring and treatment are carried out, it can
lead to stabilization of the disease and prolonged quality of life. The most common
method for day-to-day monitoring is capillary measurement, but this can cause stress
in the animals, often leading to treatment failure. Thus, a continuous glucose
monitoring device is indicated, as it is less invasive and provides data on variations in
interstitial glucose concentration, however it is expensive. In this way, the present work
aims to produce a more accessible glucose biosensor compared to the one available
on the market. It was produced using conductive platforms composed of laser-induced
graphene electrodes, which were characterized electrochemically and
morphologically. Modifications with different nanoparticles were also studied in order
to increase the sensitivity and stability of the sensor platform, aiming at obtaining a
low-cost glucose biosensor. By modifying the sensors with copper sulfate and the
addition of urea, sensors with a low detection limit (10.46 yM), good sensitivity and
response in the glucose concentration range between 3 and 4000 uM were obtained,
in addition to presenting electrodes morphologically more uniform and homogeneous.
The synthesis of copper nanostructures through the direct laser engraving process
proved to be effective, simple, fast and low cost, making this route promising for future

studies.

Keywords: Diabetes Mellitus; glucose; graphene; electrochemical sensor
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1 INTRODUGAO

Com os avancgos tecnolégicos em medicina veterinaria e com as mudangas na
relagao entre tutores e pets, € notdrio o aumento da expectativa de vida de caes e
gatos, evidenciando o aumento na incidéncia de patologias associadas ao
envelhecimento, como por exemplo, doengas do coragdo, disturbios cognitivos,
disturbios enddcrinos, onde podemos destacar a obesidade, causadora de varias

outras doencas.

Em um estudo realizado por Poppl et. al (2016), onde foi realizado o
levantamento epidemioldgico de doengas endocrinolégicas em varias cidades do Rio
Grande do Sul, com 1400 cées e gatos entre 2004 e 2014, baseados em exames
laboratoriais, testes hormonais, e em exames de imagem, constatou que a Diabetes
Mellitus (DM) foi a segunda doenca que mais acometeu caninos (22%) e a primeira
em felinos (42%).

A monitoracdo da glicemia para o tratamento da DM deve ser instituida de
maneira precisa para evitar complicagdes, pois se negligenciada, pode levar o animal
a obito. O monitoramento seriado pelo método tradicional através da glicose capilar
muitas vezes se torna complexo, pois estressa o animal devido as multiplas puncdes
venosas necessarias, dificultando a adesdo dos tutores ao esquema de
monitoramento proposto. Desta forma, os dispositivos de monitoramento de glicose
continuo s&o indicados por serem menos invasivos, porem, devido ao prego elevado,

seu uso se torna limitado.

Com isso, sensores eletroquimicos contendo eletrodos a base de laser induced
graphene (LIG) sdo uma alternativa mais viavel para o monitoramento continuo de
glicose, pois sao dispositivos de baixo custo de fabricagdo e facil adaptagcdo com
nanomateriais metalicos. Estes dispositivos sdo capazes de fornecer informagoes
qualitativas e/ou quantitativas sobre um determinado analito por meio de sua interagao
com um elemento de reconhecimento ligado a um transdutor, e este tem como fung¢ao
converter os sinais de reconhecimento em sinais mensuraveis e proporcionais a

concentragéo do analito, no caso deste estudo, a glicose.
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As nanoparticulas demonstram ser materiais promissores dentro da medicina,
pois além de suas propriedades intrinsecas, podem ser modificadas, gerando

nanoconjugados com atividades sinérgicas.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo apresentar uma alternativa
simples, de baixo custo e baseada em materiais carbonaceos modificados com
nanomateriais com propriedades  supermagnéticas  combinadas com
biocompatibilidade para aplicagdo em sensores de deteccdo de glicose. Também
buscou a producdo de um sensor com menores limites de deteccdo e maior

sensibilidade.

13



2 OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo a fabricagédo de sensores eletroquimicos para
monitoramento continuo de glicose em animais, baseado em plataformas funcionais
compostas por grafeno induzido por laser modificado com diferentes nanoparticulas,
visando a obtencdo de menores limites de detecgdo e maior sensibilidade dos

sensores.

2.1 Objetivos Especificos

e Fabricacdo de plataformas condutoras compostas por eletrodos de grafeno
induzido por laser;

¢ Funcionalizacdo quimica de estruturas de carbono via processo de decoracgao
fisica e quimica das nanoestruturas de carbono;

¢ Sintese de nanomateriais para a modificagao dos sensores;

e Modificacdo dos sensores com diferentes compdsitos e nanoparticulas
buscando maior sensibilidade;

e Testagem com diferentes combinagcbes de eletrodos para a montagem do
dispositivo sensor;

e Avaliacdo das nanoestruturas quando incorporadas em um sistema de trés
eletrodos;

e Caracterizagdao morfologica e estrutural dos sensores funcionalizados;

¢ Determinacgao da faixa de sensibilidade através da curva analitica;

e Divulgacdo dos resultados por intermédio de congressos nacionais e

internacionais, como também pela elaboragéo de artigos cientificos.

14



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nanomateriais

O significado do termo nanomateriais esta vinculado a metodologia de
processamento envolvendo a manipulagdo de particulas em uma escala conhecida
como nano (10-° m), ndo excedendo 100 nm em, pelo menos, uma dimensao (SMITH;
HASHEMI, 2013). Ha registros do uso de nanomateriais ha centenas de anos, por
exemplo, a Taca de Lycurgus datada no século IV d.C., o qual a composi¢ao engloba
nanocristais metalicos de prata e ouro. Porém os estudos com materiais nanométricos
comegaram a ganhar maior destaque no século XX, levando ao aparecimento e

consolidagédo das nanotecnologias e nanociéncias (MARTINS; TRINDADE, 2012).

O tamanho das particulas nas estruturas mudam suas propriedades o6pticas,
eletrbnicas e mecanicas, e os elementos apresentados em nanoescala tem por
caracteristicas maior razao superficie/volume e maior exposi¢ao de carga dos atomos
da parte interna da particula, com isso, alterando os niveis de energia, estrutura
eletrbnica e reatividade dos atomos ao longo da estrutura. Além disso, as
propriedades quimicas, composigao e o formato das particulas conferem propriedades
especificas ao material (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Os nanomateriais metalicos e de carbono sdo os mais utilizados, sendo
empregados nos setores de energia (YE; JAMES; TOUR, 2018), medicina (FARIA;
MAZON, 2019), meio ambiente (TYAGI et al., 2020) e industria (KUMARI; YADAV;
YADAV, 2020). Com todas essas modifica¢cdes, os nanomateriais tornam-se atraentes
e podendo ser utilizados como ferramentas para melhorar os sensores eletroquimicos

e otimizar suas caracteristicas de seletividade e sensibilidade.

3.2 Grafeno

O grafeno é um material de carbono, sendo um dos mais revolucionarios, em
funcao das suas propriedades mecanicas, térmicas, opticas, elétricas, compatibilidade
com outros materiais, entre outras, e vem substituindo outros elementos em inumeras
aplicagdes (GEIM, 2009).
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O carbono tem diferentes formas de estruturas, e por muito tempo se
considerou que em sua forma pura, em temperatura e pressdo ambiente, existia
apenas na forma de grafite e diamante, porém, outras estruturas do carbono sao
conhecidas, como o fulereno, nanotubos, grafeno, entre outros (Figura 1) (CARMONA,;
GUINEA, 2010; CHA et al., 2013).

ALOTROPIA DO CARBONO

Grafeno Nanotubo Fulereno Diamante Grafite

Figura 1: Variagdes dos tipos de materiais a base de carbono. Fonte: TIWARI et al., 2016 (adaptado).

O grafeno é constituido por uma camada unica de atomos de carbono, ligados
em estruturas cristalinas hexagonais através de ligagdes sp?, com um plano
bidimensional. Ainda, uma estrutura de multiplas camadas pode ser formada pelo
empilhamento destas por interagdes do tipo ligagdes de Van der Waals (Figura 2)
(TYAGI et al., 2020). Sendo assim, é possivel afirmar que todo material grafitico de
outras dimensdes tem como base o grafeno. Outras caracteristicas que o diferenciam
sdo sua grande area superficial, excelente condutividade elétrica, facilidade de

funcionalizagéo e alta resisténcia mecanica (CHA et al., 2013).
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Figura 2: Estrutura cristalina do grafeno. Fonte: MELO, 2015 (adaptado).

3.3 Grafeno por Indugao a Laser

Descrito pela primeira vez por LIN et al. (2014), o método denominado /laser
induced graphene (LIG), consiste em irradiar laser de COz2, causando uma redugéo
fototérmica no substrato, aumentando a relagdo C—C/C-0O. Quando comparado aos
demais métodos existentes de deposi¢cao quimica e fisica de vapor, € mais rapido,
barato e simples, e também n&o requerer processos adicionais, podendo ser

facilmente adaptado para fabricacdo em escala industrial.

A técnica consiste na eliminagao dos grupos funcionais do material, deixando
os atomos de carbono desbalanceados eletricamente, assim buscam se rearranjar
com outros atomos de carbono vizinhos. Desta forma, os atomos de carbono sp? sdo
convertidos para sp?, em um processo chamado “grafenizagdo” (LIN et al., 2014)
(DOSI et al., 2019). A técnica do LIG é amplamente abordada em diversos trabalhos
com capacitores (LIN et al., 2014), sensor para glicose (TEHRANI; BAVARIAN, 2016),
sensor de nitrogénio em solo (GARLAND et al., 2018), sensor para gas metano (DOSI
et al., 2019), sensor de dopamina (XU et al., 2018), sensor de umidade (LAN et al.,
2020), eletrodo separador de dgua em Hze O2 (ZHANG et al., 2017), na utilizagéo

para tratamento de efluentes da industria téxtil (RATHINAM et al., 2017), entre outros.
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3.4 Sensores Eletroquimicos

Estes dispositivos sdo capazes de fornecer informacdes qualitativas e/ou
quantitativas sobre um determinado analito por meio de sua interagdo com um
elemento de reconhecimento ligado a um transdutor, e este tem como fungao
converter os sinais de reconhecimento em sinais mensuraveis e proporcionais a
concentracido do analito. Estes sensores sdo normalmente compostos por trés
eletrodos, um eletrodo de trabalho (ET), um de referéncia (ER) e o contra eletrodo
(CE), além de um eletrdlito suporte e um elemento de transducgédo elétrica
(LOGUERCIO et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022; ROSSATO et al., 2022).

Os eletrodos sao fabricados pela técnica de gravacao direta a laser (GDL),
também utilizada para projetar/demarcar desenhos padronizados na superficie de
diferentes materiais, como polimeros, metais, ceramicas, vidro e madeira. A técnica
GDL é baseada em transi¢cdes de estado fisico localizados, causados por um efeito
térmico. A regido onde o feixe de laser € irradiado resultam em alteragcées quimicas e
morfolégicas, mantendo intactas as zonas onde o laser nao foi direcionado, sem

qualquer modificacdo quimica ou estrutural (LIU et al., 2019)

Esta técnica se destaca devido a sua capacidade de sintetizar grafeno de alta
qualidade e alta area superficial em diferentes tipos de substratos, naturais e
sintéticos, gerando uma classe de material denominada grafeno induzido por laser
(laser induced graphene — LIG). Assim, plataformas contendo eletrodos a base de LIG
podem ser fabricadas de forma simples, ja que o processo ocorre em temperatura
ambiente, sem utilizacdo de reagentes quimicos ou solventes e sem a necessidade
de atmosferas inertes ou pos-tratamento, tornando o processo extremamente
interessante para produgdes industriais em larga escala. Além disso, esta metodologia
permite diferentes opgdes em relacao as dimensdes e formatos dos eletrodos a serem
fabricados, podendo ser ajustadas de acordo com as condigdes de aplicagéo

desejada, como exposto na Figura 3.

W =lE L w == |

Figura 3: llustragao de alguns designs normalmente utilizados como eletrodos de sensores.

18



Com grande absorgéo na regidao do infravermelho (Infrared — IR) e perto da
regiao do ultravioleta (UV), a poliimida torna viavel adquirir o grafeno poroso por meio
da incidéncia de laser em sua superficie. Isso ocorre em fungdo da abundante
presenca de carbono cristalino hexagonal dentro das estruturas de imida do material,
com a possibilidade de ser efetivado a gravagao de padrées em sua superficie, tal

como ilustrado na Figura 4 (LI, 2020).

Laser
LIG

? Poliimida

P

Grafeno poroso 3D

Figura 4: llustragdo de padrdes de LIG em poliimida. Fonte: VIVALDI et al, 2021 (adaptado).

A detecgédo de glicose com sensores ndo enzimaticos € um meétodo mais
estavel e econémico quando comparado aos sensores comuns de glicose, pois estes
dependem de oxigénio, fazendo que os eletrodos livres de enzimas apresentem boa
sensibilidade e seletividade (ZHANG et al, 2014).
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3.5 Diabetes e Monitoramento Glicémico

Uma das desordens enddcrinas mais diagnosticadas em clinica de pequenos
animais é a Diabetes Mellitus (DM), que consiste em uma sindrome caracterizada por
hiperglicemia, ocasionada pela falta de insulina ou incapacidade de executar seus
efeitos metabalicos (VEIGA, 2005). Produzida pelas células 3 na porgéo endécrina do
pancreas, a insulina auxilia na absorgao de glicose no sangue e quando sua absorgéo
€ prejudicada, ocorre a deficiéncia de insulina, e os musculos, figado e gordura
corporal ndo absorvem mais a glicose sanguinea como fonte de energia, que por nao
ser aproveitada, fica armazenada na circulagdo, resultando em hiperglicemia
(WIDMAIER; RAFF; STRANG, 2006).

Em cées, a Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) é a mais comum, e raramente
acomete felinos (GOTTLIEB; RAND, 2018). E caracterizada por uma deficiéncia
primaria das células B pancreaticas causada pela sua destruicido imunomediada,
fazendo com que o pancreas deixe de produzir insulina, o que impede que a glicose
chegue as células. Em consequéncia, as células ficam sem combustivel para
producao de energia, ocasionando uma deficiéncia absoluta de insulina, conforme
ilustrado na Figura 5, tornando insulinodependentes a maioria dos animais acometidos
(REHMAN et al., 2020). A etiopatologia da DMT1 em cées é multifatorial, podendo ser
de origem genética, patolégica — obesidade, pancreatite, hiperlipidemia — ou de fatores
ambientais, como alimentagdo inadequada, sedentarismo e administracdo de
medicamentos (SLINGERLAND, FAZILOVA; PLANTINGA, 2009).

T|p0 1 Receptor de
insulina o
\7 &
VI ; g
Glicose nao
x o entra nas células

Péncreas nao
produz insulina

Figura 5: llustragdo de como ocorre a DMT1. Fonte: Unifesp, 2020.

Ja em felinos, a Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) é a mais diagnosticada, e em

cerca de 80% dos gatos, € induzida pela obesidade, provocando uma deficiéncia
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relativa de insulina, causado por patologias que prejudicam a ag¢ao da insulina,
fazendo com que a glicose n&o entre nas células para produzir energia, causando um
acumulo de insulina no pancreas, o sobrecarregando, levando a sua falha, conforme
ilustrado na Figura 6 (DAVISON, 2015). A DMT2 também é multifatorial, podendo ser
desencadeada por patologias, como por exemplo: obesidade, pancreatite,
acromegalia e insuficiéncia renal, ou por fatores ambientais, raciais e genéticos —
idade, sedentarismo, sexo (machos apresentam maior predisposicdo) e/ou
administragao de medicamentos (REHMAN et al., 2020).

Tipo 2

Receptor de insulina
nao funciona

L ]
\ & .‘ ) .
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(2]
Pancreas_ @ o
produz insulina

Figura 6: llustragdo de como ocorre a DMT2. Fonte: Unifesp, 2020.

A sintomatologia classica da Diabetes Mellitus inclui poliuria, polidipsia,
polifagia, perda de peso e letargia (NELSON; REUSCH, 2014). A neuropatia diabética
€ um sinal classico em felinos, onde os membros posteriores do animal se apresentam
em posi¢cao plantigrada (Figura 7), com alteracbes de marcha devido a ataxia e
fragueza muscular, causando diminuicdo dos reflexos, déficit proprioceptivos,
dificuldade ao saltar e dor neuropatica (RAND, 2020). Retinopatias sdo menos
comuns em animais do que em humanos, mas também podem se manifestar como
sinal clinico de DM, principalmente em caes (HERRING; PANCIERA; WERRE, 2014).
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Figura 7: Felino com os membros posteriores em posigao plantigrada. Fonte: PRAHL et al, 2007.

A monitoracado da glicemia para o tratamento da Diabetes Mellitus deve ser
instituida de maneira precisa para evitar complicagées, pois o tratamento incorreto
com insulina pode causar hipoglicemia, hiperglicemia transitéria e morte (MOONEY;
PETERSON, 2015). Os métodos de monitoramento de glicose podem ser através da
concentragédo sérica de frutosamina, hemoglobina glicada, glicose urinaria, glicose
capilar ou mensuracéo continua via intersticial (JERICO, ANDRADE NETO; KOGIKA,
2015). A monitoracao seriada de glicemia pelo método tradicional através da glicose
capilar muitas vezes se torna um problema, seja no ambiente familiar ou hospitalar,
pois estressa o animal devido as multiplas pun¢des venosas necessarias (Figura 8),
dificultando a adesado dos tutores ao esquema de monitoramento proposto pelo
Médico Veterinario (NELSON; COUTO, 2015).
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Figura 8: Exemplos de pung¢des venosas tradicionais em um felino realizadas a) na orelha e b) no
coxim. Fonte: BUGBEE; FUJISHIRO; MADELINE, 2019.

Neste caso, o uso do dispositivo Freestyle Libre® (Figura 9) é indicado, pois é
de facil aplicacao e obtém aferigbes continuas por até 14 dias (CORRADINE et al.,
2016). Dispositivos de monitoramento de glicose continuo sdo menos invasivos e
fornecem dados sobre variagdes na concentragao de glicose intersticial ao longo do

dia, porém, devido ao preco elevado, seu uso se torna limitado (REINEKE et al., 2010).

Figura 9: Kit completo de monitoramento de glicose Freestyle Libre®. Fonte: Freestyle/Abbott.
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Outros problemas encontrados nesses dispositivos, segundo um estudo de
Hafner et al. (2013), € que cerca de 10% a 25% dos sensores falharam, mesmo
quando colocados com a técnica correta, pois pode ocorrer falha no adesivo,
sangramento, microincrustacdo no sensor, e devido ao espago subcutaneo limitado
de alguns animais e até o movimento do paciente, pode deslocar o sensor do espago
intersticial. O autor também cita que a maioria dos sensores de glicose continua dura

de 5 a 10 dias em pacientes veterinarios.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparacgao dos Sensores

Para obtencdo dos sensores de grafeno foram utilizados filmes de poliimida
(Kapton®), fixados em um substrato de polietileno com espessura de 1mm e irradiados
pelo laser de CO2 (Router VS3020P, 40W, Visutec®) (Figura 10). O laser resulta na
irradiacdo de temperaturas acima de 2500 °C, e pelo efeito dos processos
fototérmicos, ocorre a quebra das ligagdes C—O, C=0 e N-C da poliimida. Estes
atomos se rearranjam por meio de ligagcbes com atomos de carbono vizinhos,
formando estruturas grafiticas com elevada area superficial, porosidade e excelente
condutividade elétrica, tornando-se interessante para aplicagao na area de sensores
eletroquimicos (NORIMATSU; KUSUNOKI, 2014).

Para avaliar a melhor condicdo de fabricacdo, foram testadas diferentes
poténcias (3,8 e 4,2 W) combinadas com diferentes velocidades (10 a 100 mm/s) e
através deste mecanismo é encontrado o melhor desempenho, observado nos picos

anodicos e catodicos dos sensores nos filmes Kapton®.

Figura 10: llustragdo do substrato com poliimida irradiado pelo laser de CO..

Os sensores eletroquimicos foram confeccionados em um design contendo trés

eletrodos, de trabalho (ET), de referéncia (ER) e contra eletrodo (CE), como ilustrado
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na Figura 11. Os eletrodos ET e CE sao formados apenas por LIG, com areas de 12,5
e 24 mm?, respectivamente, enquanto o eletrodo de referéncia, com area de 6,25 mm?,
passa por um processo de modificagdo, de modo a fornecer um potencial elétrico fixo
e definido, garantindo a correta aquisicado dos dados do eletrodo de trabalho durante
a analise. O processo se baseia em recobrir 0 eletrodo com uma tinta de prata/cloreto
de prata (Ag/AgCl) ALS da BAS Inc. Tokyo Japan®.

ET LIG

CE LIG

ER Ag/AgCl

Figura 11: llustragdo dos trés eletrodos que constituem os sensores eletroquimicos modificados com
tinta prata/cloreto de prata.

4.2 Modificagao dos Sensores

Para melhorar a relacdo entre os limites de deteccdo, eficiéncia, tempo de
fabricagdo e custo-beneficio, foram investigadas modificagdes na composi¢do do
eletrodo de trabalho, que pode variar de acordo com a necessidade de aplicacéao,
principalmente no que se refere a quantidade de analito que precisa ser detectado.
Tais modificacbes foram realizadas pela adicdo de diferentes materiais como ferro,
nanotubos de carbono, niébio, titdnio, platina, cobre, estanho, tioureia e ureia,

transformando o LIG em um compésito.

Para as modificagbes citadas, foram testadas duas rotas diferentes. A primeira
foi realizada a partir da sintese de nanoparticulas de diferentes compostos por micro-
ondas. Essas nanoparticulas foram dissolvidas em diferentes solugdes, e estas foram
depositadas pela técnica de drop casting no eletrodo de trabalho, que neste primeiro
momento contém apenas uma camada de LIG. Apds a deposi¢ao, os sensores foram
secos com auxilio de uma lampada infravermelho a fim de acelerar o processo. Entao

realiza-se uma segunda queima através do laser com objetivo de fixar a deposigao
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das particulas. Para este primeiro momento, as particulas testadas foram sintetizadas

através da rota de sintese hidrotermal assistida por micro-ondas (MHS).

A MHS é uma das formas mais eficientes para realizagao de sintese, pois € um
meétodo de alta qualidade para sintetizar nanoparticulas. Esse processo possui
excelentes caracteristicas como tempo e temperatura de sintese baixas, além de
permitir uma mistura mais homogénea entre os precursores, o que melhora sua
reatividade, resultando em um material mais uniforme, com morfologia
nanoestruturada. Em adi¢cdo, € uma rota economicamente viavel, além de ndo causar
danos ao meio ambiente, pois nao sao utilizados solventes organicos
(ORTIZLANDEROS et al., 2012). Nesse processo, a etapa inicial envolve a introdugao
de uma solugcdo aquosa contendo os precursores em um recipiente feito de
politetrafluoretileno (PTFE). Posteriormente, o recipiente € acondicionado dentro de
um reator, em aco, o qual € hermeticamente selado. A subsequente etapa consiste no
aquecimento do sistema em forno com paradmetros de temperatura e duracao
determinados (CHEN; MAO, 2007). A aplicagdo de radiagdo micro-ondas
desempenha um papel crucial ao acelerar o processo de aquecimento e as reagdes

necessarias para alcangar a cristalizagdo do material desejado.

Para a segunda metodologia utilizada, os compostos foram dissolvidos e
depositados no eletrodo de trabalho por drop casting, sem a sintese prévia das
nanoparticulas no micro-ondas. Nesta rota, foi esperada a formacdo das
nanoparticulas através de uma segunda queima do eletrodo de trabalho, conforme
mostrado na Figura 12, gerando uma segunda camada de LIG ja com os modificantes
agregados, otimizando a incorporagdo dos compostos na estrutura de grafeno e

esperando a formagao de nanoparticulas.
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Figura 12: Processo de deposi¢ao, secagem e queima do eletrodo de trabalho do sensor.

Compondo o sistema eletroquimico foi utilizado como eletrdlito uma solugao de
NaOH 0,1 M, sendo este o eletrdlito de suporte usualmente utilizado para sensores
nao enzimaticos de glicose, e para os testes eletroquimicos, foi preparada uma
solugéo de glicose de 1 mM, diluida no eletrélito de NaOH (TEHRANI; BAVARIAN,
2016).

4.3 Caracterizagcao dos Sensores

A caracterizagao eletroquimica foi realizada utilizando um potenciostato de
bancada (Autolab PGSTAT302N - METROHM®) e um potenciostato portatil
(PalmSens®). Entre as analises esta a voltametria ciclica (VC), realizada com a janela
de potencial entre -0,4 e 0,6 V, e velocidade de varredura de 50 mV/s. Tais analises
possibilitaram uma visdo geral dos niveis de sensibilidade e seletividade dos

sensores, e viabilizaram a determinagao da curva analitica. Foi realizada também uma
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analise de cronoamperometria em diferentes potenciais, visando definir o melhor

potencial de oxidagao da glicose.

As nanoestruturas dos sensores também foram avaliadas de forma morfolégica
por meio da técnica de microscopia eletrénica de varredura (Shimadzu SSX-550
Superscan® - AccV 15.0kV Probe 4.0) (MEV).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes preliminares para identificar as melhores poténcias de radiagao do laser
foram realizados, onde observou-se que as poténcias mais altas dentro do proposto
na metodologia (2,4 e 5,4 W), na velocidade 100 mms', apresentaram melhores
resultados quanto aos picos anodicos e catodicos, corroborando com resultados de
LIN et al. (2014). O aumento da poténcia do laser leva a um maior grau de
grafenizagéo, entretanto, a medida que a poténcia sobe acima de 8,4%, a qualidade
dos filmes comega a ser prejudicada formando fissuras devido a grafenizagao
excessiva pelo processo de oxidagao, conforme mostrado na Figura 13, onde nota-se
o LIG uniforme (Figura 13A) com 8,2% de poténcia de laser. Ja na Figura 13B, o LIG
comeca a demonstrar pequenas falhas em sua composic¢éo, e nas Figuras 13C e 13D
ja ocorre um processo claro de degradagao, mostrando fissuras evidentes devido ao

aumento da energia térmica.

Figura 13: LIG produzido com diferentes poténcias do laser, onde: a) 8.2%, b) 8,4%, c) 8,6%, d)
8,8%.

5.1 Analises Eletroquimicas

Foram realizadas analises eletroquimicas dos sensores para medir a resposta
elétrica com e sem analito. Baseado no estudo de Tehrani & Bavarian (2016), a técnica
mais adequada para avaliar o pico de oxidacao na detecgao de glicose é a voltametria
ciclica (VC), onde ¢ aplicado uma janela de potencial especifica, enquanto é medida

a corrente de resposta.
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Diante disto, o primeiro teste realizado foi com o sensor contendo somente LIG
(Figura 14). Foi usada uma janela de potencial entre -0,4 e 0,6 V, porém néao foi
constatada uma diferenga significativa de corrente, além da auséncia de corrente

relacionadas ao pico de oxidacao, evidenciando a necessidade de modificacdo dos
sensores.
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Figura 14: Voltametria ciclica do sensor de LIG.

Na Figura 15, os compostos foram sintetizados através da técnica por micro-
ondas. No grafico € mostrada a diferenga entre a corrente do pico anddico para a
analise com e sem glicose. Nota-se que a resposta de corrente tanto para o 6xido de
ferro quanto para a magnetita sdo as mesmas, porém quando adicionado silicato a
magnetita, houve um aumento significativo na corrente. Ja na modificagdo com 6xido
de grafeno, a adigdo de 6xido de titdnio obteve uma resposta de corrente muito baixa,
principalmente quando comparado ao GO com platina. As modificagbes com cobre
foram as que apresentaram as maiores correntes, mostrando-se um excelente
material para melhorar a resposta do sensor de glicose.
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Figura 15: Diferenga de corrente no pico de oxidagdo com e sem glicose para sensores

modificados com materiais sintetizados por micro-ondas.

Como visto na Figura 15, as nanoparticulas de cobre apresentaram melhor
desempenho, com diferenga de pico de corrente de 95 yA. Os valores para esta

medida foram retirados da voltametria ciclica, conforme mostrada na Figura 16.
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Figura 16: Voltametria ciclica de sensor de LIG + nanoparticulas de Cu, com e sem adi¢éo de
glicose.
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Na Figura 17, os compostos foram depositados por drop casting e a sintese
destes foi realizada através da gravacgao direta a laser (GDL). Observa-se que alguns
materiais ndo apresentaram diferenca de pico de corrente significava, com valores
abaixo de 20 pA, impossibilitando a identificacdo da glicose. Também pode-se notar
que todos os materiais contendo cobre na sua composicao apresentaram resultados
significativos, onde destacam-se o nitrato de cobre e o sulfato de cobre. A reacéo de

oxirredugao do cobre pode ser vista abaixo.
Cu**+2e < Cu

Precursores de cobre foram os escolhidos devido a sua estabilidade fisica e

quimica, além de ser de baixo custo e também ¢é de facil mistura com polimeros
(MALLIK et al. 2001).
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Figura 17: Diferenga de corrente no pico de oxidagdo com e sem glicose para sensores modificados

com materiais sintetizados por GDL.

Na Figura 17, a maior diferenca de pico de corrente foi o de sulfato de cobre,
com aproximadamente 153 pA. Os valores para esta medida foram obtidos da

voltametria ciclica realizada e apresentada na Figura 18.
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Figura 18: Voltametria ciclica de sensor de LIG modificado com CuSOs, com e sem glicose.

Na Figura 19, € mostrado os melhores resultados entre as duas sinteses, isto
€, a maior diferenca de pico de corrente com o material sintetizado por micro-ondas
(NP cobre), e o que obteve a maior diferenca de pico de corrente sintetizado via GDL
(CuSO0a).

Adicionalmente foram realizados testes do sulfato de cobre com adicdo de
ureia, uma vez que esta se mostrou promissora em adicdo a outros materiais. Na
Figura 17 é possivel notar que a modificacdo dos sensores somente com ureia nao
apresentou bons resultados, porém quando usada em conjunto com outro material,
houve uma melhora na resposta de picos de corrente, com e sem glicose. A partir

disto, optou-se por testar o sulfato de cobre também com ureia.
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Figura 19: Diferenca de corrente no pico de oxidagdo com e sem glicose comparando os melhores

materiais de cada método de sintese.

ApOés os testes, os resultados mostraram que a adicdo de ureia ao sulfato de
cobre ndo aumentou a diferenca de pico de corrente quando comparada com a
diferenca de pico de corrente do sulfato de cobre. Porém, apds os testes, notou-se
que a ureia torna o sensor com sulfato de cobre mais uniforme, mesmo com maiores
concentragbes do modificante, como pode se observar na Figura 20. Visando
confirmar essa hipotese, também foi realizado a analise morfolégica por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).
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5‘:

Figura 20: Sensores de CuSO4com e sem ureia.

Baseados nos resultados das Figuras 17 e 19, onde o nitrato de cobre e o
sulfato de cobre apresentaram melhores resultados, novos testes foram realizados
apenas com esses materiais. Considerando a questdo da homogeneidade
apresentada na Figura 20, também foram realizados testes com adicdo de ureia.
Assim foram realizados testes com as quatro modificagdes apresentadas na Figura
21, onde o sulfato de cobre apresentou maior diferenga de pico de corrente com e

sem ureia.
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Figura 21: Diferenga de corrente no pico de oxidagdo com e sem glicose para sensores modificados

com Cu(NOs)z2e CuSOg4, com e sem ureia.

A Figura 22 mostra as voltametrias ciclicas dos sensores com as modificaces
anteriores. Todas modificacbes responderam a presenca de glicose, entretanto a
maior diferengca de corrente na presenga e auséncia de glicose foi com sulfato de
cobre. A adi¢do de ureia no sulfato de cobre ndo apresentou melhora significativa na
resposta, porém, como citado anteriormente, sua adicdo leva a uma melhor
homogeneidade, o que pode apresentar uma melhor reprodutibilidade. Sendo assim,

esta foi a modificacdo de escolha para seguir os testes de curva analitica.
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Figura 22: Voltametrias ciclicas dos sensores modificados com: a) Cu(NOs3)2, b) Cu(NO3)2 + ureia, c)
CuSO0s4, d) CuSO4 + ureia.

Ap0s os testes com varios materiais, foi determinado que o sulfato de cobre foi
material que obteve a melhor resposta para o sensor de glicose. Diante disso, foram
realizados testes com diferentes poténcias e velocidades do laser na segunda queima,
afim de identificar a melhor resposta de corrente para a modificagdo com CuSO4
apenas na area de modificagao do eletrodo de trabalho, conforme ilustrado na Figura

23, com a fileira superior contendo apenas LIG e a inferior contendo LIG + CuSOa.
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Figura 23: Diferentes poténcias e velocidades de GDL.

Como visto na imagem acima, nem todas combinagdes de velocidade/poténcia
formam um grafeno homogéneo, onde algumas fissuras sao formadas. Apés, foram
produzidos sensores com os melhores parametros e realizadas as analises
voltamétricas a fim de estudar a resposta dos sensores com esses parametros,
conforme o grafico da Figura 24. Para tal, foi comparada a corrente do pico anddico
com e sem glicose. A corrente de resposta para a poténcia 8.2% com velocidade 80
mm.s™! foi a que obteve maior diferenca de corrente entre as analises com e sem
glicose, com 82 YA, o que sugere que essa € a condigdo otimizada para a produgao

dos sensores modificados com CuSOa.

90
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Figura 24: Diferengas de pico de corrente de sensores com e sem glicose, com diferentes poténcias e

velocidades no processo GDL.
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Visando a otimizacdo dos sensores, estes foram confeccionados com
diferentes concentragcdes de solucdo de CuSOs e ureia. Para os testes, foram

utilizadas trés condic¢des diferentes de solugdes, onde:

A. 5 L solugéo de 0,1 M CuSO4 + 0,5 M de ureia

B. 10 uL solucao de 0,1 M CuSO4 + 0,5 M de ureia

C. 10 pL solugéo de 0,4 M CuSOs4 + 2,0 M de ureia

A partir das solugbes acima, foram realizadas voltametrias dos sensores,
conforme a Figura 25. Com a solugéo A, a resposta da corrente foi proxima 60 pA. A
solucéo B apresentou 79 yA de corrente, e ao quadruplicar a concentragao da solugao

de CuSOse ureia, a resposta da corrente baixa para 63 pA, sugerindo uma saturagao

do dopante do eletrodo de trabalho.
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Figura 25: Diferencas de pico de corrente de sensores modificados com CuSOs4 + ureia com

diferentes concentragdes.

A fim de realizar a curva analitica, foi investigado o melhor potencial de
oxidacao da glicose. Para tal, foram performadas cronoamperometrias com diferentes
potenciais (0,30; 0,35; 0,40; 0,45; 0,50 V) com tempo de aplicagao de potencial de 50
segundos para amostras com e sem glicose. A partir dos resultados, foi calculada a

maior diferenga de resposta de corrente, conforme a Figura 26.
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Figura 26: Diferenga de corrente para determinagdo do melhor potencial elétrico para aplicagao.

A partir do grafico apresentado, foi possivel identificar que as analises
realizadas com potencial 0,4 V apresentam a maior diferenca, o que sugere a
realizagao da curva analitica com este potencial. A cronoamperometria realizada com

estes parametros € apresentada na Figura 27.
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Figura 27: Cronoamperometria com potencial de aplicagéo de 0,4 V
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A partir dos resultados obtidos na analise anterior, o potencial de aplicacéo

otimizado foi determinado como 0,4 V. Analises
realizadas visando obter a curva analitica, utilizando
50 segundos na faixa de concentracao de glicose

conforme Figura 28.

de cronoamperometria foram
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Figura 28: Cronoamperometria com potencial aplicado de 0,4 V para determinacéo da curva analitica.

A curva analitica da Figura 29, foi realizada a partir dos resultados

apresentados, indicando a relacéo entre a corrente de resposta e a concentracéo de
glicose analisada, que pode ser representada pory = 5,79774E-6 + 2,42846E-8 x (R?

= 0,98456), onde y representa a corrente e x repres
Assim, a mesma pode ser expressa como: lp =
[GLICOSE].

enta a quantidade de glicose.
5.79774E-6 + 2.42846E-8 *

A partir desta, é possivel afirmar que na auséncia de glicose, é esperada uma

resposta de corrente de 5.79774E-6 pA, enquanto que
concentracao de glicose, havera um aumento proporc

de corrente.

para cada aumento unitario na
ional em 2.42846E-8 unidades
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Foi realizado também o calculo do Limite de Detecgao para os 11 pontos
amostrados a partir da Equacgéo (1) (JOTHI, 2018), utilizando n = 3. Para o desvio
padréo do branco foi utilizado n = 9. Foi obtido um valor de coeficiente de correlagéao
(R?) igual a 0,98456.

LOD = 3,0.0

Equacéo (1)

Onde:

LOD = Limite de Deteccao
o = desvio padrao do branco

S = coeficiente angular da reta (slope)

Assim, obteve-se o seguinte Limite de Detecgéo:

LoD — 3,0.8,47X1078
T 2,43X10°8

LOD = 10,46 uM

1007 v = 5,79774E-6 + 2,42846E-8x e
R? = 0,98456 -
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o
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O 40
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Figura 29: Curva analitica realizada para determinar a relagc&o corrente x concentragéo de glicose.
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O valor de limite de detecg¢ao apresentado se encontra de acordo com alguns
resultados publicados na literatura sobre sensores de glicose (ZOU, R. et al, 2019;
GAO, X. et al, 2021)

A Figura 30 mostra as voltametrias ciclicas realizadas com diferentes
velocidades de varredura na presenca de 1 mM de glicose, visando identificar a
transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo. As variagdes das taxas de
varredura de 10 a 130 mV/s demostraram um comportamento linear com o aumento
da corrente de resposta da glicose, com um comportamento de irreversibilidade com

apenas o processo de oxidagao.
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Figura 30: Voltametrias ciclicas realizadas com diferentes taxas de varredura.

Calculada a relacgdo linear entre a corrente do pico de oxidagdo a 0,4V e a
velocidade de varredura (Ip x v), observa-se um comportamento linear de acordo com
a seguinte equacao: Ip = 7,09163E-5 + 5,8354E-7 v (R? = 0,99213). Este resultado

indica um processo majoritariamente controlado por difusdo, conforme a Figura 31.
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Figura 31: Relagédo linear entre a corrente de resposta e a velocidade de varredura.

5.2 Analises Morfoldgicas

A Figura 32A mostra as imagens obtidas através da microscopia eletronica de
varredura, onde é possivel observar a diferenga de morfologia do material LIG com
um processo de queima comparado com dois processos de queima. Com o processo
de duas queimas, ocorre um aumento da porosidade, o que pode estar relacionado
ao aumento da area superficial, propriedade importante para eletrodos sensores. A
Figura 32B apresenta uma formacéo de “Cellular Networks”, assemelhando-se ao

trabalho de Abdulhafez et al (2021), no qual estudou-se a morfologia do LIG.

A morfologia dos diferentes materiais impregnados no eletrodo de trabalho foi
analisada separadamente, sendo a primeira modificagdo com ureia (Figura 32C e D),
a segunda com sulfato de cobre (Figura 32E e F), e por ultimo sulfato de cobre + ureia
(Figura 32G e H). Em todos os casos, foram apresentadas modificagdes distintas em
comparagao com o LIG, uma vez que os processos de queima provocaram a sintese
dos materiais impregnados na estrutura do LIG. Para a modificagdo com ureia, pode-
se notar um surgimento de maior quantidade de folhas e fibras, enquanto para o

sulfato de cobre, ocorre o surgimento de nanoestruturas de cobre em forma esférica.
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Para o sensor modificado com sulfato de cobre e ureia, ocorre uma sintese da
estrutura destes de forma laminar com nanoestruturas circulares. Vale ressaltar que
até o momento ndo foi encontrada na bibliografia o método de sintese de
nanoestruturas de cobre no processo de GDL, sendo este simples, rapido e de baixo

custo.
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Figura 32: Microscopia Eletrénica de Varredura (AccV 15.0 kV Probe 4.0)




6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram estudados sensores para detecgdo de glicose pela
técnica de grafeno induzido a laser, que se destacam em relagdo as técnicas de
produgao convencionais, pois sua preparacao € rapida, facil e possui reduzido custo

de construcéao, possibilitando a fabricagao em larga escala.

Os sensores foram modificados e testados com diferentes materiais a fim de
melhor sua eficiéncia, onde a melhor modificagao foi utilizando precursores de cobre.
Foram obtidos 6timos resultados utilizando nanoparticulas de cobre sintetizadas via
micro-ondas, mas ainda abaixo dos resultados obtidos com sulfato de cobre
sintetizados via gravacao direta a laser, onde se obteve uma diferenga de pico de
corrente de aproximadamente 150 pA entre as amostras com e sem glicose. Também
se notou que incorporar ureia ao sulfato de cobre tornou o eletrodo de trabalho
modificado mais uniforme e homogéneo, hipdtese confirmada apds sua analise
morfolégica por MEV, sem comprometer a sensibilidade sensora e com diferenga de

pico de oxidagdo também préoxima a 150 pA.

A partir de anadlises eletroquimicas através de técnicas como
cronoamperometria e voltametria ciclica com diferentes velocidades de varredura,
também foi possivel realizar a curva analitica, a fim de entender a relagéao entre a
corrente de resposta e a concentracdo de glicose, bem como investigar o

comportamento difusional do processo de transferéncia de cargas.

Na Microscopia Eletronica de Varredura, foi possivel observar a diferenca de
morfologia dos sensores com LIG a partir de diferentes processos de queima,
ocorrendo um aumento de porosidade quando o eletrodo de trabalho passa pelo
processo de duas queimas, o que pode estar relacionado ao aumento da area
superficial, propriedade importante para sensores. Quando a modificacao foi realizada
apenas com ureia, a quantidade de fibras e folhas aumentou, enquanto apenas para
o sulfato de cobre ocorreu a formacdo de nanoestruturas de cobre em formato
esférico. Ja no sensor modificado com sulfato de cobre e ureia, ocorreu a sintese da

estrutura destes de forma laminar com nanoestruturas esféricas.

Diante disso, a metodologia, bem como os procedimentos e parametros

utilizados para producédo e modificagdo, se mostraram promissores para a produgao
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de sensores de glicose, tendo o sulfato de cobre mostrado excelentes resultados.
Todavia, ao se adicionar ureia, foram obtidos melhores resultados morfolégicos,
sugerindo que esta modificagao foi a mais adequada para utilizagdo como eletrodo de
trabalho. Por fim, a sintese de nanoestruturas de cobre através do processo de GDL
ainda nao foi encontrada na bibliografia, sendo este simples, rapido e de baixo custo,
além de ter sua eficacia comprovada nos testes realizados, validando o sensor

produzido e tornando esta rota de sintese promissora para futuros estudos.
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