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RESUMO

Um dispositivo eletrOnico para teste laboratorial remoto ou point-of-care testing (POCT) foi
desenvolvido para deteccao de glicose, sendo trés as suas unidades estruturais: a fonte de luz,
o sensor plasmonico e o transdutor de sinal. Apds testes na primeira unidade estrutural do
instrumento, optou-se por fonte de luz do tipo laser de ondas continuas, trabalhando no
comprimento de onda 780 nm. A segunda unidade estrutural € resultante de técnicas de
engenharia molecular e sintese coloidal de um sensor plasmodnico, estdvel, consumivel em
unica dose. Funcionalizou-se a superficie dos nanobastdes de ouro (NBAu), revestindo-os
com polieletrdlitos e em seguida conjugou-se com enzima glicose oxidase (GO) em camadas,
pelo método layer-by-layer (LBL). As camadas foram caracterizadas por espectroscopia UV-
Vis-NIR e obteve-se uma relagdo qualitativa entre estas e seus respectivos espectros de
ressonancia localizada de plasmon de superficie (LSPR). A LSPR possibilita uma ampla
variedade de aplicacdes em dispositivos sensores baseados neste fendmeno. Os NBAu
sintetizados neste trabalho apresentaram dois modos de absorcdo: (1) 550 nm o qual
corresponde ao modo de oscilacdo transversal e (ii) 744 nm para o modo de oscilagdao
longitudinal e sua morfologia foi obtida por microscopia eletronica de transmissdo (MET).
Foi possivel investigar a estabilidade de nanobastdes funcionalizados com concentragdes de
poliestirenosulfonato de s6dio (PSS). O sensor plasmonico NBAu-PSS-Poliacrilamida(PAM)-
GO distinguiu absorcdes para solucdes de concentragdes distintas de glicose. Para a terceira
unidade estrutural do instrumento foram selecionados transdutores de sinal e desenvolveu-se
uma abordagem experimental que permitiu defini-los e programa-los a fim de reproduzir
respostas correspondentes aquelas de analisadores convencionais. Um analisador de
modulacdes LSPR foi programado no dispositivo eletrdnico e ocorreu em conjunto com a
sintese das nanoestruturas. A especificacdo do emissor de luz, a constru¢do do sensor NBAu-
PSS-PAM-GO e a defini¢ao do transdutor de sinal, permitiram elaborar uma instrumentacao
pratica para a diagndstico rapido. Este trabalho veio refor¢ar a importancia da aplicacdo de
nanoestruturas anisotropicas para reconhecimento de macromoléculas. Uma estratégia
semelhante foi contemplada neste mesmo dispositivo eletronico, demonstrada em anticorpos
conjugados aos nanobastdes para reconhecimento da proteina troponina, como prova de
conceito.

Palavras-chave: Sensor plasmonico. Nanossensor. LSPR. POCT



ABSTRACT

An electronic device point-of-care testing (POCT) was developed for the detection of
glucose, three of its structural units: the light source, the plasmonic sensor and signal
transducer. After testing the first structural unit of the instrument, it chose light source type
laser continuous wave, working in the wavelength of 780 nm. The second structural unit is
the result of molecular engineering techniques and synthesis colloidal of the plasmonic
sensor, stable, consumable in a single dose. Overlaid to the surface of the gold nanorods
(NBAu) by coating them with polyelectrolytes and then conjugated with glucose oxidase
(GO) in layers, the method layer-by-layer (LBL). The layers were characterized by UV-Vis-
NIR and obtained a qualitative relationship between these and the respective resonance
spectra localized surface plasmon (LSPR). The LSPR enables a wide variety of applications
in sensor devices based on this phenomenon. The NBAu synthesized in this work showed
absorption two ways: (i) 550 nm which corresponds to the transverse oscillation mode and (ii)
744 nm for the longitudinal oscillation mode and the morphology was obtained by
transmission etectron microscopy (MET). It was possible to investigate the stability of
nanorods functionalized with concentrations of poly(sodium4-styrenesulfonate)(PSS). The
plasmonic sensor NBAu-PSS-polyacrylamide (PAM)-GO distinguished absorptions solutions
for different concentrations of glucose. For the third structural unit of the instrument were
selected signal transducers and developed an experimental approach that allowed them to
define and schedule them to reproduce responses corresponding to those of conventional
analyzers. A LSPR modulation analyzer was programmed into the electronic device and
occurred in conjunction with the synthesis of nanostructures. The specification of emitting
light, the sensor construction NBAu-PSS-PAM-GO and the definition of signal transducer,
allowed to elaborate a practical instrument for the rapid diagnosis. This study reinforces the
importance of the application of anisotropic nanostructures for recognition of
macromolecules. A similar strategy was contemplated in the same electronic device, shown in
nanorods conjugated to antibodies to recognize the protein troponin , as proof of concept.

Keywords: Plasmonic sensor. Nanosensor. LSPR. POCT
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1 INTRODUCAO

s .

O instante cientifico que nos cerca ¢ impulsionado por tendéncias, a exemplo da
velocidade nos avangos em telecomunicagdes, memorias de computador e processamento de
dados; a inovacdo baseada na crescente necessidade de novas tecnologias e a diversidade do
avango onde tecnologias alicercadas em nanotecnologia, juntamente com fotdnica, podem
refletir isso. Uma abordagem multidisciplinar parece ser o caminho para materializar tais
tendéncias.

As ultimas décadas testemunharam a aplicacdo de diferentes dominios do
conhecimento, a exemplo da eletronica que em sua mais ampla visdo oferece oportunidades
para interacdes entre dreas, tradicionalmente dispares. Ja a nanotecnologia é um campo que
inclui e faz uso de fundamentos de fisica, quimica, biologia e outras areas do saber. Um dos
diversos desafios da nanotecnologia € a viabilizar sensores especificos para aplicag¢des
analiticas, dotados de sensibilidade e especificidade muito maiores que sensores tradicionais.

Na drea médica, novas formas de diagndstico fotOnico, baseadas em métodos
moleculares e ndo-invasivos, podem reconhecer os pré-estigios e o aparecimento de uma
doenca como o cancer e, portanto, promover uma grande inovag¢do. A nanomedicina,
combinada com a terapia guiada por luz, vai crescer diante daquelas de reconhecimento
molecular e, portanto, terd efeitos colaterais minimos (PRASAD, 2003).

Quando as escalas passam a ser nanométricas, ou seja, na estreita faixa de 1 a 100 nm,
as propriedades eletronicas dos materiais mudam consideravelmente em funcdo de tamanho,
formato e distdncia entre nanoestruturas. Nanoparticulas de ouro, por exemplo, apresentam
mudanga em algumas propriedades Opticas, tornam-se compativeis com biomoléculas e t€m
sido aproveitadas em quimica analitica, biossensores e imunoensaios. Segundo Robenson
(2006), em termos de propriedade intelectual, fica clara a orientacdo dos Estados Unidos
sobre a questdo de definicdo do tamanho 1-100 nm, a qual também € aceita no Brasil para
nanotecnologia, sem maiores problemas ou discussdes.

Segundo Guiochon e Beaver (2004) os protocolos de andlises quimicas tornam-se cada
vez mais eficientes, surgem instrumentos e procedimentos os quais possibilitam um avango
dos sistemas analiticos, permitindo assim a obten¢do de menores limites de deteccdo e
redu¢do acentuada no tempo total da andlise. Neste contexto surge a plasmodnica com o papel
de elucidar efeitos eletrodindmicos e modificacio do ambiente dielétrico circunvizinho as

nanoestruturas metédlicas (PRASAD, 2004) e em particular, através do emprego de
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ressonancia localizada de plasmon de superficie (LSPR). Com este, pode-se esperar
desempenho distinto e com alta resolu¢do, indicando que as detec¢des podem ser realizadas
utilizando o efeito de ressonancia de plasmon em resposta a variagao do indice de refragao.

Nanobastdes de ouro (NBAu) sdo nanoestruturas que t€ém atraido interesse por suas
propriedades em eletronica e dptica (HUANG et al, 2006; DING et al, 2007) pois apresentam
duas bandas de plasmon distintas, uma no modo transversal e uma no modo longitudinal. Esta
peculiar propriedade 6ptica implica em aplicacdes sensoriais bioldgicas e quimicas. O método
de automontagem ou LBL (layer-by-layer) para a preparagdo de NBAu revestidos com
polieletrélitos tem sido relatado (GOLE, 2005; HU et al, 2005), indicando que polieletrélitos
sdo eficazes para a modificagcdo de nanobastdes e revestimento dos mesmos resultando em
elementos de suporte na construcdo de nanosensores.

Proteinas t€m sido tradicionalmente imobilizadas sobre superficies por uma variedade
de técnicas, incluindo adsorcdo fisica, ligacdo covalente e eletropolimerizacdo (LVOV;
MOHWALD, 2000). A imobilizagio da enzima é um dos fatores determinantes no
desenvolvimento de sensores. Sensores enzimaticos que trabalham com glicose oxidase sao
especificos e estdveis (DAVIS et al, 1995) e por isso justifica-se o investimento em
tecnologias, como a apresentada neste trabalho, que possam explorar ao maximo potencial do
complexo enzima-substrato.

Neste trabalho foi desenvolvido um dispositivo eletronico para teste laboratorial
remoto ou point-of-care testing (POCT) para detec¢do de glicose, sendo trés as suas unidades
estruturais: a fonte de luz, o sensor plasmonico e o transdutor de sinal. Para o elemento
bioseletivo, foi proposto um sensor plasmonico, formado por NBAu funcionalizados com
polieletrélitos e conjugados com a enzima glicose oxidase (GO). A morfologia dos NBAu foi
obtida por microscopia eletronica de transmissao (MET). Os processos de automontagem LBL
foram caracterizados por espectroscopia UV-Vis-NIR e a estabilidade do sensor plasmonico

foi avaliada pelo instrumento desenvolvido.

18



1.1 PLASMONICA

A plasmonica tem como base a ressonancia gerada pela intera¢do da luz com filmes
finos metdlicos, também conhecida como Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR,
Surface Plasmon Resonance). Este fendmeno tem estreita relacdo com nanofédbricas e
tecnologias de sensores usados para a leitura de bases de DNA (TAN et al, 2010), interagdes
proteina-proteina (LARSSON et al, 2007; BUKASOV et al, 2010), eventos de superficie
envolvendo ligagdes cruzadas em membranas (GALUSH er al, 2009) e reconhecimento
antigeno-anticorpo (KIM et al, 2011).

A Figura 1 mostra a configuracdo de Kretschmann (VAN GENT et al, 1990;
MELENDEZ et al, 1997), onde a luz incide sobre o prisma que possui um filme fino metdlico
em uma das faces em um angulo de incidéncia que permita a condi¢do de reflexdo interna
total. O campo evanescente criado nessa reflexdo ird excitar o plasmon de superficie que se
propaga na direcdo paralela ao filme metalico.

Estende-se a aplicacdo de SPR num filme fino, a qual apresenta desvantagem devido ao
sistema volumoso e de baixa resolucdo espectral (LEE et al, 2009; SVEDENDAHL et al,
2009), utilizando-se nanoestruturas metélicas. Quando a SPR ¢ localizada na interface
nanoestrutura metélica e dielétrico circunvizinho, surge um campo eletromagnético forte e
propicio a deteccdo O6ptica. Os elétrons-livres confinados neste espago configuram um
fendmeno semelhante, conhecido por Ressonincia Localizada de Plasmon de Superficie
(LSPR, Localized Surface Plasmon Resonance) (HAES et al, 2004; HAES et al, 2005). Este
efeito é dependente da geometria da nanoestrutura.

Ao aproximarem-se da superficie, os eventos de conjugacdo ou ligacdo biomolecular
podem ser monitorados através da mudanga de comprimento de onda de pico LSPR, ao passo
que possui uma vantagem em relagdo ao SPR: a LSPR ndo depende do angulo de incidéncia da
luz nas nanoestruturas. Esse fendmeno baseia-se na quantizagdo das oscilacdes naturais e

locais da nuvem eletrOnica das nanoestruturas.
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FONTE DE LUZ

FILME FINO METALICO

Figura 1 - Configuracdo de KRETSCHMANN. Adaptada de VAN GENT et al (1990).

1.1.1 Ressonancia localizada de plasmon de superficie

Ao interagir com uma superficie metdlica, a radiacio eletromagnética excita elétrons-
livres do metal, causando polarizacdo. Porém, se reduzirmos bastante o tamanho do material
metdlico no qual a luz incide, havera uma mudanca na interacdo da luz com o metal. As
propriedades 6pticas das nanoestruturas metdlicas s@o objetos de estudo de muitas dreas
cientificas (CLEMENS et al, 2005; DANIEL et al, 2004; HUTTER et al, 2004). Nesse caso, a
luz interage com particulas muito menores que o comprimento de onda incidente (particulas
com tamanho igual a poucas dezenas de nandmetros e comprimentos de luz com algumas
centenas de nanometros) e o que se tem € a oscilagdo local da nuvem eletronica em torno da
nanoparticula.

A Figura 2 ilustra como a nuvem eletronica de esferas metalicas se comporta frente a
um campo eletromagnético. A consequéncia disso, de forma andloga ao caso de SPR, é o
surgimento de um valor minimo detectado como sinal de saida, chamada freqiiéncia de LSPR.
A LSPR em termos praticos possibilita uma ampla variedade de aplicacdes em dispositivos

SENSores.
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> ESFERAS
E METALICAS

FENOMENO LSPR

Figura 2 - LSPR produzida pela interacdo entre os elétrons livres de esferas metdlicas e uma onda
eletromagnética incidente. Adaptada de KELLY (2003).

O fisico alemao Gustav Mie (1908) utilizou as equagdes de Maxwell (1873) e
esclareceu interacdes entre plasmon de superficie e seu efeito na estabilidade de solugdes
formadas por nanoestruturas esféricas individuais, com dimensdes menores que o
comprimento de onda da radiac@o incidente. Atualmente, métodos numéricos vém somando-se
a teoria de Mie para elucidar o comportamento espectral de particulas menores que 10 nm e
também de outras estruturas mais complexas.

Para nanoparticulas metélicas no formato de nanobastdes, a banda de plasmon se
divide em duas bandas que surgem das oscilacdes dos elétrons-livres (LINK; EL-SAYED,
1999), nas direcOes longitudinal e transversal ao eixo principal do nanobastdo. A Figura 3
mostra esta divisdo para um NBAu. A ressondncia de modo transversal é semelhante aquela
observada para nanoesferas, ji a longitudinal é deslocada para o vermelho, dependendo

fortemente da razao de aspecto, que € o comprimento dividido pela largura do nanobastao.
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Figura 3 - Absorbancia do NBAu. Adaptada de LINK; EL-SAYED (1999).

O modelo classico de Mie (BORN; WOLF, 1998) é frequentemente usado para
descrever as propriedades Opticas de nanoparticulas de metais. Muitas vezes utiliza-se um
dipolo em que a oscilacdo de elétrons de condugdo (oscilagdes de plasmon) impulsionado pelo
campo eletromagnético da luz, produz oscilacdo do dipolo ao longo da direcdo de campo onde
os elétrons sdo dirigidos para a superficie da nanoparticulas como mostrado na Figura 2. Uma
teoria mais rigorosa (KELLY et al, 2003) mostra que este deslocamento tipo dipolar €
aplicavel as particulas de tamanho menor e d4 origem a um coeficiente de extingdo dado pela

seguinte equacdo (KREIBIG; VOLLMER, 1995):

"

12163 *R3w £

1.1
c (' +2¢5)% + ()2 (1.1)

Oext (W) =

onde w € a frequéncia da radiacao eletromagnética, ¢, € a constante dielétrica do meio, ¢"e ¢””
sdo as componentes real e imaginaria da fungdo dielétrica, R é o raio da particula e ¢ € a
velocidade da luz. A ressonancia é atingida quando ¢~ € igual a -2 ¢4, e se ¢~ é muito pequeno
(PINCHUK et al, 2004). A equacdo (1.1) é uma versdo simplificada da férmula de Mie e é
vélida para nanoestruturas sob a influéncia de uma mesma fase da onda eletromagnética (A >>

2R) (GEDDS; LAKOWICZ, 2005).
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1.2 NANOESTRUTURAS METALICAS

Nanoestruturas metélicas circunvizinhas a materiais dielétricos apresentam um forte
coeficiente de extingdo Optica (espectro de absorcdo e dispersdo) no comprimento de onda
onde ocorre LSPR. A extincdo pode ser descrita como uma combinacido de absor¢cdo e de
dispersdo, onde a absor¢do aumenta proporcionalmente com o volume das particulas e a
dispersdo aumenta proporcionalmente ao quadrado do volume de particulas (ROTELLO,
2004). A dispersao de luz ocorre quando um elétron oscilante emite radiacdo eletromagnética
com a mesma frequéncia de oscilacdo do elétron. Assim, quando iluminar uma particula com
uma certa frequéncia, os elétrons vao oscilar na mesma frequéncia e dispersar a luz com o
comprimento de onda correspondente, resultando em extin¢ao da luz. Ja a absorcdo de luz na
extingdo € resultante da transformacdo da luz em calor (YGUERABIDE, 1998). A maior
absor¢do de dipolos oscilantes é feita na sua frequéncia de ressondncia, o que para as
nanoparticulas de ouro situa-se no espectro de luz visivel (GEDDS; LAKOWICZ, 2005). Na
Figura 4 podemos conhecer limites de absorsdo espectral em vdarias morfologias para

nanoparticulas e nanoestruturas anisotropicas, como € o caso dos nanobastoes.

Energia Plasmon (V)

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
I | I
400 500 @00 800 1.000 3.000 9.000
Comprimento de onda (nm)
A0 nanoesferas
nanoesfaras

nanocascas, nano-ndcleos

nanobastdes

nanoprismas
nanocubos

nanorices

Figura 4 — Espectro eletromagnético com limites de plasmon em varias morfologias de nanoparticulas.
Adaptada de LAL et al (2007).

A Tabela 1 apresenta a variedade de nanoestruturas disponiveis, as quais despontam na
biomedicina, na liberagdo controlada de fairmacos e na bioeletronica (MURPHY et al, 2005;
LITTLE et al, 1982; KENNERLY et al, 1984; LI et al, 2010; UNG et al, 2002; CHAN et al,
2008).
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Tabela 1 - Caracteristicas de nanoestruturas plasmonicas.

Adaptada de TAERIN et al (2011).

(UIR: Unidade de Indice de Refracgdo).

Comprimento N rutur Di _ C teristi Sensibilidade Variacao Referéncias
de onda anoes & 1mensao aracteristica do Sensor do IR Bibliogrificas
LSPR
Nanoparticulas Diametro: (MCFARLAND et
450-700 nm esféricas de Prata 35 nm dependente da| 161 nm/UIR 1-1,6 al, 2003)
forma
Nanoparticulas Didmetro: LSPR
450-700 nm | triangulares de 1ametro: dependente da| 197 nm/UIR 1-1,6 (MCFARLAND et
35 nm al, 2003)
Prata forma
N bastes d Razao de LSPR
8001000 nm| - 2rovastoes de aspecto: 3,5:1 | dependente do| 650 nm/UIR 1,34-1,7 (LEE; EL-SAYED,
Ouro . 2006)
Raio: 40 nm tamanho
N rticula: Diametro: LSPR
450-600 nm | ° noparticuas 1Ametro: | ependente da| 70,9 n/UIR | 1,32-1,5 | (sUN: X1, 2002)
coloidais de Ouro 30 nm forma

1.2.1 Estabilidade de nanoestruturas

O controle do nimero de unidades por volume, dimensdao e forma geométrica das
nanoestruturas sdo fundamentais para o funcionamento de nanosensores baseados em LSPR. A
qualidade da sintese € determinante na engenharia molecular e garante a estabilidade do
elemento bioseletivo em presenca de surfactantes como o brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB), o qual liga-se quimicamente aos NBAu levando-os a adquirir cargas iguais e logo a
se repelir, resultando em conformacgdo coloidal estdvel. Contaminacdo por impurezas, falhas
de esterilizagdo, matéria-prima de baixa qualidade, auséncia de monitoramento nos parametros
fisico-quimicos como pH e temperatura podem gerar precipitacdo. A presenca de forcas de
Van der Waals aumentam com o tamanho das nanostruturas e resultam em precipitacao
(ISRAELACHVILI, 1992).

Na Figura 5 pode-se perceber o fendmeno da precipitacdo de nanobastdes de ouro
durante a etapa de recobrimento de superficie. Estudos de estabilidade s@o realizados por por
meio de reflectometria angular de varredura (SAR) e abordam a interacdo entre proteinas e
polieletrélitos de diferentes cargas superficiais (LADAM et al, 2000). Descobriu-se a
intensidade destas interagdes, mesmo quando a rede de carga total das proteinas era diferente
da carga presente em poucos sitios sobre sua superficie, permitindo liga¢gdes localizadas das

proteinas a superficies de cargas diversas (LADAM et al, 2001; LADAM et al, 2002).
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Figura 5 — Precipitacdo de nanobastdes de ouro.

A padronizacdo das concentracdes dos reagentes impacta diretamente na geragao das

cargas superficiais e na estabilidade das nanoestruturas.

1.2.2 Estabilizantes, polieletrdlitos e funcionalizacao

Meétodos diversos tém sido utilizados para sintetizar nanoestruturas a partir de metais
nobres, sendo classificados em quimicos (por exemplo, reducao quimica, reducao fotoquimica,
co-precipitacdo, hidrélise, decomposicao térmica, etc.) e fisicos (deposi¢do de vapor, ablacdo a
laser, etc.) (ROSA, 2013). Destaca-se aquele de Sau (2004), modificado de El-Sayed (1999),
baseado em redug¢do quimica de sais do metal por compostos redutores, tais como
tetrahidroborato(III) de sddio, citrato de sédio, acido ascorbico e formamida.

H4 uma tendéncia a aglomeracdo de NBAu durante o processo de reducdo quimica. A
fim de evitar a agregacao de superficies de maior energia, recorre-se a agentes estabilizantes,
entre eles materiais poliméricos de alta viscosidade com propriedades de interacdo intra e
intermolecular. Surfactantes sdo substidncias que agem como passivantes para garantir a
estabilidade da solucdo coloidal através da repulsdo entre nanoparticulas. Dentro dessa classe
pode-se citar o brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB), que se liga quimicamente aos NBAu e
€ polarizado de maneira que as nanoparticulas que possuem cargas iguais entre si se repelem,

possibilitando a estabilizacao do sistema.

1.2.2.1 Poliestireno sulfonato de s6dio (PSS)
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A funcionalizacdo de NBAu € usualmente relacionada a interacdes eletrostaticas ou a
ligacdes covalentes (IPE et al, 2002; JENNINGS et al, 2006). As interacdes eletrostaticas sao
muito fracas, consequentemente, sensiveis a variacdes de pH ou forcas idnicas externas. Ja as
ligacdes covalentes sdo fortes, extremamente versateis, possuem alguns grupos quimicos,
especialmente tiéis (HAKKINEN, 2012) que podem reagir com superficies de ouro (ROSA,
2013). Um exemplo € o PSS aplicado neste trabalho, polieletrdlito utilizado no recobrimento
de nanoparticulas, possui alta seletividade espacial, facilidade para orientacdo e formacao de
plataformas sensoras. Na Figura 6 podemos perceber a estrutura da unidade monomérica do

PSS e o grupamento ~SO3H, o qual lhe confere alta reatividade:

SOsH

n

Figura 6: Estrutura da unidade monomérica do PSS.

1.2.2.2 Poliacrilamida (PAM)

Este polieletrélito apresenta em sua estrutura o0 mondmero acrilamida, como principal
constituinte. A Figura 7 apresenta a estrutura monomérica da PAM, a qual é solivel em

formamida, etilenoglicol, solu¢des aquosas salinas e dgua.

CH:—CH

P

NH: n

Figura 7- Estrutura da unidade monomérica da PAM.
A PAM se destaca entre os polimeros sintéticos por sua capacidade de floculagdo de
sOlidos em suspensdo, o que lhe confere um lugar de destaque entre os mais vendidos
(YANG; SHEN, 2010). Podem ser quimicamente modificadas para tornd-las catidnicas,

anidnicas ou anféteras. Auxilia, como agente de contraste, aplicada em ressonancia magnética

26



(6xido de ferro imerso em particulas de PAM). Ja na forma de nanosensores Opticos, compde
o centro para a producdo fotoquimica objetivando o tratamento de células cancerigenas
(OHDE et al, 2007). Nesta dissertacdo foi montada uma camada deste polieletrélito para
possibilitar a conjugacdo com a enzima GO. Etapas de funcionaliza¢do desta natureza, sobre o
PSS, t€m sido relatadas, como por exemplo a utilizacdo de polidialildimetilamo6nioclorado
(pPDADMAC) (ZHANFANG; DING, 2009). A aplicagdo de PAM catidnica foi uma solugao

inovadora apresentada, pois normalmente a PAM € disponibilizada na sua forma anidnica.

1.3 ENZIMAS

As enzimas sdo biopolimeros formados em sua maioria por aminodcidos. Enzimas sio
amplamente utilizadas em quimica e dreas correlatas. Podem ser conjugadas a outras espécies
quimicas em sistemas para deteccdo e quantificacdo de antigenos, células e moléculas em
geral (HERMANSON, 2008). Sdao de natureza protéica, com exce¢ao de algumas constituidas
por &cidos ribonucléicos. Catalisam a maioria absoluta das reacdes que se passam intra e
extracelularmente, degradam, conservam, e transformam macromoléculas bioldgicas a partir
de precursores simples (NELSON; COX, 2002).

A depender da engenharia molecular envolvida, as enzimas podem funcionar como
elemento bioseletivo de sensores, pois biocatalizam reagdes em alto grau de seletividade e
agem especificamente sobre determinado substrato. O potencial catalitico de enzimas €, em
geral, muito maior que o de catalisadores sintéticos ou inorganicos (NELSON; COX, 2002;
WOOLERTON et al, 2012). Seus mondmeros de aminodcidos sdo unidos por ligacdes
peptidicas, todos contendo um grupo amino (-NH;) e um grupo carboxila (-COOH ) ligados
ao mesmo carbono (a-carbono). Os a-aminodcidos diferem uns dos outros por suas cadeias
laterais (R). A Figura 8 (a) representa ligacdes peptidicas entre um grupo aminoterminal -NH;
de um aminodcido com o grupo carboxiloterminal -COOH de outro aminoécido, formando

uma amida na Figura 8 (b) (MOTTA, 1901).
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Figura 8 - Estrutura de um aminodcido (a) e de uma ligagdo peptidica (b) (MOTTA, 1901).

A estrutura das enzimas segue a das proteinas. Existem quatro niveis de organizacao
para descrevé-las: primdria, secunddria, tercidria e quaterndria (GEOFFREY; HAUSMAN,
2000). A sequéncia de aminodcidos é chamada de estrutura primadria. Interacdes regulares de
pontes de hidrogénio, dentro dos segmentos de cadeias polipeptidicas adjacentes, originam o-
hélices e folhas B-pregueadas, as quais constituem o primeiro nivel de dobramento chamado
de estrutura secunddria. A combinacdo do segundo e terceiro nivel de dobramento &
comumente chamada de estrutura tercidria, a qual representa um polipeptidio (mondmero). Ao
unir subunidades de polipeptidios (dimero) temos a estrutura quaterndria (ALBERTS et al,
1997). Na Figura 9 diferenciamos os niveis de organizacdo em uma proteina (NELSON;

COX, 2002).

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundéaria tercedria quaterndria

L_‘;'S
Lys "

. TP rich
1F

T B, L
«%4 ~BCR
¢ s |

Residuos de aminodcidos  « Helice Cadeia polipeptidica Subunidades montadas

Figura 9 - Niveis de organizacdo de uma proteina (NELSON; COX, 2002).

Por uma recomendagio da Unido Internacional de Bioquimica, em 1984, cada enzima

tem um nome associado a um ndmero de 4 digitos. O nimero EC (Enzyme Commission)
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divide as enzimas em classes, de acordo com os tipos de reagdes por elas catalisadas. A

Tabela 2 mostra a classificacao internacional das enzimas (FERNANDES, 2005).

Tabela 2 - Classificacao internacional das enzimas (FERNANDES, 2005).

1. Oxiredutases (reagdes de oxiredugdo ou transferéncia de elétrons —
Desidrogenases e Oxidases)

1.1.atuando em CH-OH

1.2.atuando em C=0

1.3.atuando em C=0-

1.4.atuando em grupo amino (CH-NH,)
1.5.atuando em % -NH-

1.6.atuando em NADH, NADPH

2. Transferases (transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil, carboxil —
Quinases e Transaminases)

2.1.grupos com um carbono
2.2.grupos aldeido ou cetona
2.3.grupos acil

2.4.grupos glicosil
2.5.grupos fosfatos
2.6.grupos contendo enxofre

3. Hidrolases (reacgdes de hidrélise de ligagao covalente - Peptidases)

3.1.ésteres

3.2.ligacOes glicosidicas
3.3.liga¢des peptidicas
3.4.outras ligacdes C-N
3.5.anidridos acidos

4. Liases (catalisam a quebra de ligacdes covalentes e a remocao de moléculas de
dgua, amonia e gas carbdnico — Dehidratases e Descarboxilases)

4.1. =C=C= 4.2.=C=0 4.3. =C=N-

5. Isomerases (reagdes de interconversao entre isdmeros 6ticos ou geométricos -
Epimerases)

5.1.racemases

6. Ligases (catalisam rea¢des de formagao de novas moléculas a partir da ligagao
entre duas pré-existentes, sempre as custas de energia - Sinfetases)

6.1. C-O 6.2. C-S 6.3. C-N 6.4. C-C
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1.3.1 Glicose oxidase

A glicose oxidase (GO) € uma flavoenzima que catalisa a oxidacdo da B-D-glicose em
0-D-gluconolactona (WOHLFAHRT et al, 2004; O° MALLEY; WEAVER, 1972). Segue-se a
esta reacao uma hidrdlise espontanea do substrato em dcido gluconico e formagao de peréxido
de hidrogénio - H,O, (WOHLFAHRT et al, 2004). Pertence a classe das oxiredutases com EC
1.1.3.4, didmetro médio de 8 nm (WILSON, 1992), a GO possui o formato esferdide e
dimensdes 60 A x 52 A x 37 A, representado na simulacdo computacional da Figura 10 (a)
(SANTOS, 2012). Apresenta sitio ativo ao se ligar com o cofator flavina-adenina
dinucleotidio (FAD), em destaque na cor vermelha no modelo de fitas (VIEIRA, 2006) da
Figura 10 (b).

Figura 10 - Simula¢des computacionais da enzima glicose oxidase (SANTOS, 2012) (a) e da reagcdo
carboidrato, enzima-cofator representados no modelo de fitas para estruturas moleculares (b)
(VIEIRA, 2006).

A GO foi descoberta em 1928 por Muller e € obtida a partir do Aspergillus niger,
Penicillum notadum e naturalmente por outros fungos e insetos (WILSON, 1992; CHUN et
al, 2008). Sua grande vantagem esta na estabilidade, especificidade e baixo custo de obten¢ao
(VILLALBA et al, 2011; KAUSHIK et al, 2008; QIU et al, 2009). E amplamente utilizada
em biosensores para deteccdo de concentracdes de glicose em fluidos fisiolégicos e vérias
publicacdes trazem métodos de determinagdo do peréxido de hidrogénio também formado na
catdlise (MURPHY, 2006). Na Figura 11 pode-se visualizar o aspecto da solucdao de GO (EC
1.1.3.4, 211 U mg™ de Aspergillus niger) em concentracio de 300 mg/dL. O pH 6timo é de

5,5, mas opera relativamente bem na faixa de pH 4 a 7. Para valores de pH maiores que 4,2
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pode formar filmes, layer-by-layer (LBL) com polieletrdlitos anidonicos (O’MALLEY;

WEAVER, 1972; SUN et al, 2001; XIN et al, 2003).

Na Figura 12 a GO oxida a molécula de glicose utilizando o oxigénio molecular como

aceitador de elétrons, gerando o peréxido de hidrogénio, ja o produto intermedidrio enzima-

FADH, ¢ oriundo da reducdo do complexo enzima-FAD. (O’MALLEY; WEAVER, 1972;

LESKOVAC et al, 2005).

Figura 11- Aspecto da solugdo enzimatica a 300mg/dL de GO.

Glicose Gluconolactona
CH,OH Reacdo de CHOH
0 o reducédo pardal o)
KOH OH
OH H H
OH /\ OH
GO-FAD GO-FADH2

Ao

H202 f— 02

Reacado de
oxidacao parcial

HyO

acido gluconico

OH

CH,OH

OH

Figura 12- A GO oxida a molécula de glicose. Adaptada de WITT et al (2000).
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1.4 TECNICA LAYER-BY-LAYER (LBL)

A técnica consiste na adsor¢do espontinea, fisica ou quimica, de materiais sobre
superficies suporte resultando em filmes que também podem ser formados por enzimas e
outras biomoléculas, através de interacdes altamente especificas. Filmes como estes, baseados
em interacoes eletrostaticas, contendo polieletrdlitos, foram propostos em trabalhos pioneiros
de SAGIV (1980) e reformulados por DECHER et al. (1992, 1997). Essa técnica € conhecida
por automontagem ou LBL ( layer-by-layer). A vantagem estd na adsor¢do por interacoes
i6nicas, ndo havendo formacgdo de ligacdo covalente, permitindo assim que uma grande
variedade de materiais possa ser utilizada (ARIGA et al, 2007; DECHER; SCHLENOFF,
2003).

Na LBL, uma solu¢do de polieletrdlito é posta em contato com o substrato s6lido, por
um tempo determinado. Entdo, € imersa em uma solu¢do de polieletrélito de carga oposta a
inicial durante um tempo. Em seguida é imersa numa solu¢do de lavagem para remover as
moléculas livres que ndo reagiram e enfim colocada na solucdo de polieletrélito inicial para
formacdo de nova camada. Entdo, é novamente imersa na solu¢do de lavagem e removida,
obtendo assim a segunda camada. A repeticdo sistemdtica desse processo leva a filmes finos.
Tem-se assim uma montagem que mantém a func¢do dos reagentes. As sinteses coloidais

apresentadas neste trabalho remetem ao principio da automontagem.

1.5 FOTOMETRIA

O estudo da medicdo da energia contida na radiagdo dptica e seu modo de propagacdao
através de sistemas Opticos sdo tratados pela radiometria, assumem-se para este estudo as leis
da oOptica geométrica. Em contrapartida, a fotometria restringe-se a quantificar a luz de um
espectro eletromagnético susceptivel de induzir uma resposta visual (FERREIRA, 2003).
Quando o comprimento de onda da luz incidente em uma amostra é selecionado por prismas
ou grades de difra¢do temos a espectrofotometria (BURTIS et al, 2008).

O dispositivo utilizado como emissor de radiacdo eletromagnética apresenta um fluxo
radiante, de poténcia definida. Este fluxo € uma grandeza radiométrica suficiente para
estimular o fendmeno da LSPR. A equacdo matematica que define a intensidade da luz que
atravessa um material é expressa como a lei de Beer (BURTIS ez al, 2008; PETER, 1996),

demonstrada pela equagdo
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[=1,xe ™ (1.2)

onde:

I o € a intensidade do feixe incidente, I é a intensidade do feixe transmitido apds atravessar um
caminho de comprimento [ centimetros e u é o coeficiente de absor¢do linear para o material.
O valor de u € uma fun¢do de energia do feixe e da composi¢do elementar do material. Esta

grandeza estd relacionada com a parte imagindria “k” do indice de refracio complexo e é
conhecida como constante de extin¢do, a qual representa uma fracdo da intensidade da
radiacdo eletromagnética que € absorvida por unidade de distincia, sendo uma funcdo do

comprimento de onda A. A relacdo é apresentada por:

H =— (1.3)
Outra equacao de interesse ¢ dada por:
I
A =—logio(;) (1.4)

onde A ¢ a absorbancia da luz monocromdtica e representa a capacidade de uma substancia
absorver radiacdo. Entdo, substituindo a equacdo (1.2) na equagdo (1.4), temos A = ulloge =
0,43ul . O coeficiente de absor¢do u e A estdo relacionados pela lei de Beer-Lambert. Nos
trabalhos com solugdes esta absorbancia é correlacionada com a concentracdo do composto

absorvido, com o objetivo de definir o valor de €. A equagdo € expressa por:
A = ecl (1.5)

onde ¢ é o coeficiente de absorcao molar expresso em [litros/(mol.cm)], uma constante de
proporcionalidade definida como absortividade molar, ¢ € a concentracdo molar da solucdo,

usualmente expressa em [g/litro] ou [mol/litro] ou [M] e [/ é o comprimento do caminho em

centimetros. Em moléculas observam-se transicoes eletronicas que consistem na promocgao de

elétrons de Orbitais no estado fundamental para orbitais vazios. A molécula torna-se, entdo, um
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estado excitado (VALEUR, 2001). A transi¢do eletronica depende da diferenca de energia
entre os dois estados daquela molécula. As energias dos orbitais envolvidos tém valores fixos,
e quando a energia € quantizada, os espectros de absor¢ao deveriam ser picos bem definidos,
entretanto apresentam-se mais largos devido a presenca de niveis de energia vibracional, e
mesmo rotacional (ROSA, 2013). Uma representacdo esquemadtica dos estados eletronicos,

durante a absorc¢do, pode ser observada na Figura 13.
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Figura 13 - As linhas horizontais reproduzem estados eletronicos, sendo: SO (fundamental), S1 e S2
(excitados). Ja as linhas intermedidrias reproduzem estados eletronicos vibracionais. As transi¢des
eletronicas seguem na dire¢do das linhas verticais e no lado direito da figura percebe-se que ha uma
correlacdo das transicdes com espectros de absor¢do. Os estados rotacionais nao foram representados.

Adaptada de ROSA (2013).

Métodos espectrométricos sdo baseados na interagao da radiacdo eletromagnética com
o sensor podem ser classificados em quatro categorias principais: 1- Emissdo Atdmica, onde a
radiagdo emitida por espécies atdmicas do sensor é convertida em medidas qualitativas e
quantitativas; 2- Luminescéncia, onde a emissdo de radiagcdo origina-se do sensor excitado.
Métodos espectrométricos que utilizam esse principio sdo Quimiluminescéncia,
Espectrometria de Fluorescéncia Molecular, Espectrometria de Fluorescéncia AtOmica e

Espectrometria de Fosforescéncia; 3- Espalhamento, o qual aplica o principio do espalhamento

34



da radiacdo como medida e pode-se citar como métodos derivados deste, a Espectrometria
Raman, Turbidimetria e Nefelometria; 4- Absor¢do, cujo principio € a absor¢do da radiacao
qualitativa e quantitativamente. Métodos espectrométricos derivados deste, a Espectrometria
de Absor¢cao Molecular e Espectrometria de Absor¢ao Atomica (SKOOG et al, 2002).

Dentre os diversos métodos abordados selecionou-se a Espectrometria de Absorcdo
Molecular UV-Vis-NIR, em virtude da facilidade de operacdo, baixos erros relativos em

termos de concentragdo e necessidade de faixa espectral especifica (SKOOG et al, 2006).

1.5.1 Fotometro e seus componentes

Fotometros trabalham num intervalo de comprimento de onda do espectro
eletromagnético, associado a sua respectiva faixa de frequéncia. Sao compostos por: (1) fonte
de luz; (2) cubeta ou célula de absorcdo, para absorver parte da energia radiante; (3)
fototransdutor, que converte a luz em sinal elétrico; (4) dispositivo de leitura, formado por um
processador e conversor dos sinais a fim de ser exibido digitalmente.

Muitas vezes se faz necessario, logo apds a fonte de luz, um sistema de isolamento de
energia radiante com comprimento de onda especifico excluindo outros comprimentos de
ondas, € o chamado filtro ou monocromador. Para este fim s@o utilizados dispositivos como:
filtros, prismas e grades de difracdo. Além disso, combina¢des de lentes e fendas sdo
freqiientemente aplicadas para tornar os raios de luz ajustiveis e colimados. Os

monocromdores foram dispensados no sistema desenvolvido neste trabalho.

1.5.1.1 Fonte de luz

As fontes luminosas que se destacam nos trabalhos com espectroscopia UV-Vis-NIR
sdo: laser, lampada incandescente e LED (do inglés Light-Emitting Diode). Alguns requisitos
devem ser atendidos pela fonte de luz, a fim de ser aplicada em fotdometros, como: Fluxo
radiante gerado por poténcia suficiente para alcangar o fototransdutor; e estabilidade, pois

efeitos externos como alteragdes de temperatura podem comprometer o resultado da leitura.

1.5.1.1.1 Laser

O processo de emissao estimulada constitui a base do funcionamento do laser e foi

demonstrado teoricamente por Albert Einstein em 1917. A descoberta, patenteada em 1960,
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por Townes e Schawlow é conhecida pelo acronimo laser (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation) ou amplificacio da luz por emissdo estimulada de radiacdo,
compreende um dispositivo que também € utilizado como fonte de luz (SHACKELFORD,
2008). Este dispositivo foi praticado por Maiman também em 1960, quando utilizou como
meio ativo um pequeno cristal de rubi, com faces paralelas entre si, perpendiculares ao eixo e
espalhadas, instalado no eixo de uma lampada de descarga helicoidal.

Diferente da fonte de luz tradicional onde as ondas luminosas estdo fora de fase entre si
e as transicOes eletrOnicas ocorrem aleatoriamente, o laser focaliza a luz em um feixe
monocromdtico extremamente intenso e coerente, pois as ondas luminosas estdo em fase
(BURTIS et al, 2008; FERREIRA, 2003). Podem ser obtidos de diferentes materiais, gerando
emissdes de comprimentos de onda diferentes. A tabela 3 resume os diversos tipos de lasers
comerciais. A poténcia desta fonte de luz pode varias de microwatts a 25kW e até mais em
aplicacdoes militares, aqueles pulsados geram poténcias de pico muito altas quando

comparados aos de ondas continuas (SHACKELFORD, 2008).

Tabela 3 — Tipos de Lasers, comprimentos de onda em que operam e tipo da poténcia de saida.

Adaptada de BURTS et al (2008).

Laser Comprimento Tipo de onda Referéncias
de onda Bibliograficas
Gas,
He-Ne (verde) | 543,5-3390mm | iwa  |( HECHT, 1993)
Nitrogénio 337 nm
Argbnio (verde) 514 nm
Liquido,
Corante 320-1000 nm |Continua, Pulsado | ( HECHT, 1993)
Rodamina 6G 57- 650 nm
Vidro,

Silicato de Nd 1061 nm Pukado | (HECHT, 1993)
Séido, Pusado  |( HECHT, 1993)
Rubi (CrAlO3) 694 nm ’

Semicondutor,
Diodo
InGaAsP 1200 — 1600 nm
LEGSAIAS 634 = 1660 nm Contiwa  |( HECHT, 1993)
GaAs 880 nm
GaP 550 ou 700 nm
Si 1100 nm
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1.5.1.1.2 Laser semicondutor

Os lasers semicondutores foram criados em 1962, mas a sua utilizacdo tornou-se
corrente apenas na década de setenta, depois de garantir o seu funcionamento continuo a
temperatura ambiente (FERREIRA, 2003; AGRAWAL; DUTTA, 1993). Esta fonte de luz é
na verdade um diodo semicondutor, que foi dopado fortemente (= 0,1%) e com diferenca de
potencial também suficientemente forte. Considera-se neste trabalho o laser de GaAlAs -
arseneto de gdlio e aluminio, cujo comprimento de onda pode ser visto na Tabela 3. Nesse
caso, os fotons de luz s@o produzidos pela recombinacdo de elétrons e buracos através do
espacamento entre as bandas de energia, seguindo a producdo de pares elétron-buraco por
aplicacdo de uma diferenga de potencial elétrico. O espacamento entre as bandas de energia,
Eg4, precisa estar em um intervalo apropriado para que o comprimento de onda do f6ton

resultante esteja na regido de espectro desejada. O comprimento de onda A, do féton, pode ser

determinado pela seguinte equacdo (SHACKELFORD, 2008):

hc
A= % (1.6)

E, = energia equivalente ao espacamento entre bandas de energia quando um elétron €
promovido da banda de valéncia para a banda de condug¢do, também conhecida como banda de
energia proibida;
h = constante de Plank, 6,626 X 1073*J.s
¢ = velocidade da luz, 2,998 x 108 m/s

Na representagdo da Figura 14 indicam-se as dimensOes tipicas de um laser
semicondutor, as faces nas extremidades do cristal sdo cortadas paralelamente entre si e
convenientemente polidas, de modo a formar uma cavidade ressonante. A grande diferenca
entre os indices de refragdo no semicondutor (n = 3,5) e no ar (n = 1,0) faz com que a interface
entre os dois meios apresente uma reflectincia de cerca de 30%, que € suficiente para
constituir aquela cavidade. Percebe-se também a juncdo p-n formada entre um semicondutor
dopado do tipo p e um semicondutor dopado do tipo n. Devido a diferenca de concentracio
dos elétrons e das lacunas nas duas regiodes, verifica-se a difusdo dos mesmos na regiao onde

se estabelece uma certa diferenga de potencial elétrico.
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Faces polidas

Feixe laser

Figura 14 — Representacdo esquemdtica de um laser semicondutor. Adaptada de FERREIRA (2003).

Um efeito frequentemente ignorado, mas muito importante, € a influéncia da
temperatura na relagdo entre poténcia optica e corrente no diodo laser. A corrente limiar
aumenta junto com a temperatura, enquanto a poténcia optica e a eficiéncia diminuem. Assim,
um circuito de controle deve possuir um limitador ou um mecanismo de desligamento, para
evitar que uma grande variacdo de temperatura possa danificar o diodo laser. Na Figura 15
percebe-se que a relac@o entre a poténcia Optica e a corrente no diodo € linear até a poténcia

méxima — tanto na operacdo CW (Continuous Wavelength), como na pulsada.

Tj=25°C Tj=45°C

Poténcia de saida

I(corrente do diodo laser)

Figura 15 — Curva de poténcia de um diodo laser. Tj=temperatura na jun¢do. Adaptada de MALZAHN
(2004).
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1.5.1.1.3 Diodo Emissor de Luz

Quando ¢ aplicada uma diferenca de potencial no sentido direto da jun¢ao p-n, origina-
se uma corrente elétrica através da juncdo e no mesmo sentido, ou seja, os elétrons da regido n
sdo injetados para a regido p, enquanto as lacunas da regido p s@o injetados na regido n. Entao
surge a radiacdo Optica por emissdao espontanea. Este fenomeno € designado por
eletroluminescéncia de injecao, sendo a base do funcionamento do LED.

O LED € um dispositivo que emite radiacdo ao conduzir corrente elétrica. Os estudos
da eletroluminescéncia de injecdo iniciaram-se no final do século XIX e inicio do século XX.
Henry Joseph Round, em 1907, ao usar carbeto de silicio, foi pioneiro ao conseguir a
eletroluminescéncia, dando inicio aos estudos do LED (FERREIRA, 2003). Jaem 1923, O. W.
Lossey relatou-a em cristais de carbeto de silicio e, E. Destriau em 1937 observou esse
fendmeno em sulfeto de zinco. Hall ef al (1962) construiram, em 1962, o primeiro LED, com
arseneto de gélio, emitindo na regido do IR, em 840 nm. A maioria dos lasers semicondutores
sao costituidos a partir da combinagdo de elementos de terceiro e do quinto grupos da tabela
periddica, € o caso da descoberta de Holonyak e Bevacqua (1962) os quais utilizaram fosfeto e
arseneto de gdlio, emitindo na regido de 710 nm, com largura efetiva de banda de 12,5 nm.

O fato da emissdao no LED ser espontdnea faz com que a luz emitida nao seja muito
direcionada, apresentando angulos de divergéncia gerando resultados pouco eficientes

(FERREIRA, 2003).

1.5.1.1.4 Lampada de Tungsténio

A fonte de luz para medidas na regido visivel do espectro é usualmente a lampada com
filamento de tungsténio, que nao fornece energia radiante suficiente para medidas inferiores a
320 nm, quase toda a poténcia radiante estd concentrada na regido do infravermelho. Estas
lampadas tém tempo de vida ttil relativamente baixo (= 2.000 horas), apresentam alto
consumo de energia e flutuagdes da poténcia radiante devido ao aquecimento ao operar em até

3000 K (BURTIS et al, 2008).

1.5.1.2 Cubeta
Outro componente importante no fotdmetro € a célula de absor¢ao também designadas

como cubeta ou mesmo cuvette. Com o objetivo de manter uma amostra liquida na trajetdria
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de um feixe de luz, podem apresentar seccao transversal redonda, quadrangular ou retangular
conforme o padrdo do porta-cubeta. Sdo constituidas de diversos materiais, como: polimeros
plasticos, vidro ou silica(quartzo) (BURTIS et al, 2008). Aquelas de sec¢do quadrangular ou
retangular apresentam superficies Opticas planas e paralelas, com trajetéria de luz constante e
1,0 cm de espessura, o qual define o caminho percorrido pela luz.

Para leituras na regido do visivel recorre-se a cubetas de material vitreo, como o
borossilicato, ja para medidas abaixo de 340 nm, no entanto, células de quartzo sdo exigidas.
Sado varidveis impactantes quanto ao limite de erro, a transparéncia da cubeta, sua limpeza,
resisténcia a corrosdo e deformagdo por solventes e deformacgdo por temperatura (BURTIS et
al, 2008). Muitas cubetas plasticas sdo descartdveis, utilizadas uma tnica vez. Solucdes
alcalinas ndo devem ser deixadas no interior das cubetas por periodos prolongados, muito
menos colocadas de molho em solugdo sulfocromica para limpeza, ja que corroem o vidro.

As cubetas podem induzir a erros sistematicos, por isso devem ser manipuladas com
cuidados especiais, pois arranhdes invisiveis, impressdes digitais, reten¢do de umidade, tragos
de substancias previamente medidas ou de concentragdes diferentes, podem estar presentes e
absorver significativamente a luz. Uma boa pratica é preencher a capacidade total das cubetas

com 4gua destilada e medir a absorcdo contra o branco, cujo valor € essencialmente zero.

1.5.1.3 Transdutor

Um transdutor € um sistema que transforma duas formas de energia para fins de
medida. Ele mede uma forma de energia a qual estd relacionada com a outra através de uma
fun¢ao conhecida, ja o sensor € apenas a parte sensitiva do transdutor (WERNECK, 1996).

Segundo Fernandes (2005) um biossensor incorpora uma regido de reconhecimento
biolégico denominada elemento bioseletivo ou biorreceptor, intimamente ligado a uma
segunda regido, o transdutor, capaz de converter um sinal em outro amplificado. Sdo exemplos
de elementos bioseletivos: enzimas, dcidos nucléicos, anticorpos, microorganismos, etc (VO-
DINH, 2000).

O elemento bioseletivo interage com o analito e reconhece-o, gerando um sinal que
pode ser absorcao de luz, emissdo de calor, mudanca de estado de oxidagdo, etc. J4 o
transdutor € o elemento que possibilita 0 monitoramento da interag¢do iniciada na regidao do
elemento bioseletivo. Os NBAu sdo considerados transdutores intrinsecos, pois a transducao

completa do sinal ocorre em associa¢do com um transdutor extrinseco.
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1.5.1.3.1 Sensores e suas tecnologias

Neste trabalho serd abordado o sensor dptico de reconhecimento enzimatico, os quais
sdo altamente especificos, tém estabilidade conformacional considerdvel e podem ser
reutilizados. Outras classes de sensores sdo os piezoeletronicos, térmicos, eletroquimicos,
sendo estes ultimos comum em instrumentos para diagndstico e laboratérios de andlises
clinicas. A deteccdo eletroquimica pode ser amperométrica (medindo-se a transferéncia de
cargas) ou potenciométrica (medindo-se uma diferenca de potencial) ou condutométrica
(medindo-se mudancas na condutincia entre os eletrodos) ou impedanciométrica (medindo-se
mudancas de impedancia no eletrodo) (FERNANDES, 2005). Aqueles amperométricos tém
aplicacdo comercial expressiva devido a propriedade inerente de gerar um sinal proporcional a
concentracdo do analito a partir do processo de transferéncia de carga. Os sensores
amperométricos se classificam em trés geragdes, sendo: primeira, segunda e terceira geracao
(FREIRE, 2003).

Os sensores amperométricos de primeira geracdo baseiam-se na medicdo da
concentracdo de oxigénio ou na concentracdo de per6xido de hidrogénio (LIU, 2001). Os de
segunda geracdo utilizam mediadores na transferéncia de carga entre o centro ativo da enzima
e a superficie do eletrodo (HENDRY, 1993). As duas primeiras geracdes abriram caminho
para a terceira geracdo de sensores, baseada na transferéncia de elétrons direta entre a enzima
e o eletrodo. Comumente, sdo encontrados nos dispositivos eletronicos para monitoramento de

glicose os de segunda geracao.

1.5.1.3.2 Fototransdutor

Existem diversos fototransdutores de efeito fotoelétrico (SKOOG, 2002), também
conhecidos como fotodetectores (FERREIRA, 2003). Eles convertem a luz em sinal elétrico,
proporcional ao nimero de fétons que colidem com a superficie fotossensivel. Os mais
comumente utilizados compreendem os tubos fotomultiplicadores (PMT) e os instrumentos
mais antigos apresentam como fototransdutores as barreiras de camadas de células (também
conhecidas como células fotovoltaicas) pois eram robustas e menos dispendiosas. J4 os
fotodiodos sao fotodetectores que absorvem luz em uma faixa caracteristica de A (BURTIS et

al, 2008).
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As principais caracteristicas dos fototransdutores para medidas espectrométricas
correspondem a resposta na faixa espectral especifica, trabalhar em baixa poténcia radiante,
rapidez na resposta, produzir um sinal elétrico que possa ser amplificado e estabelecer uma

funcdo de transferéncia entre a poténcia radiante incidente e o sinal elétrico gerado.

1.5.1.3.2.1 Fotodiodo de semicondutor

Dispositivo também utilizado como fototransdutor, fabricado a partir de
semicondutores fotossensiveis os quais geram corrente elétrica resultante da incidéncia de
radiacdo na interface dos dois semicondutores. Sdo sélidos, tais como silicio, arsenieto de
gdlio, antimonidio de indio, arsenieto de indio, seleneto de chumbo e sulfeto de chumbo
(BURTIS et al, 2008). Possuem arranjos bidimensionais de diodos que podem tornar
especifica a resolucdo, por exemplo, existem arranjos concebidos para ter uma resolucao de 2
nm, por diodo, entre 200 e 340 nm e resolu¢do de 1nm por diodo, entre 340 e 800 nm.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do fotodiodo de semicondutor, pode ser
integrado ao mesmo um pré-amplificador com FET ( transistor de efeito de campo, do inglés,
field effect transistor) sendo este detector de circuito hibrido, na prética, chamado de
fotodiodo-FET (WERNECK, 1996). E importante destacar que as soldagens destes
componentes € do tipo SMD, sdo as iniciais em inglés das palavras Surface Mount Device.
Podemos encontrar siglas como SMT (Surface Mount Tecnology) ou SMC (Surface Mount
Component). Todos estes termos tém significado semelhante e s@o relativos ao processo de
montagem de superficie. A tecnologia SMD € um dos mais significantes eventos na eletronica
desde o surgimento do circuito integrado. O SMD € definido como o posicionamento e fixacao
de componentes eletricamente passivos ou ativos na superficie de uma placa de circuito
impresso (PCI) ou mesmo em um substrato ceramico. Esta tecnologia se difere do processo
convencional o qual apresenta componentes com terminais e sdo inseridos através de furos na
PCI, principalmente porque nio hd interferéncia mecanica em niveis similares ao sistema de
corte e climpagem dos terminais. A climpagem no processo convencional € necessdria para
que os componentes nao saiam de suas posi¢des de montagem durante o manuseio e soldagem

automdtica em mdaquina por onda.

1.5.1.3.2.2 Fototransistor
Semelhante ao fotodiodo de semicondutor, trata-se de um dispositivo que gera corrente
elétrica com a incidéncia de luz. Entretanto, a corrente gerada é cerca de cem vezes maior do

que o sinal de saida do fotodiodo. Associado a isso € bastante utilizado em conjunto com LED,
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como fonte de luz, pois agrega caracteristicas favordveis de ganho e sensibilidade. Um
exemplo € o fototransistor com jun¢do do tipo NPN, o qual apresenta resposta ripida e alta
sensibilidade a luz. Dentre suas caracteristicas elétricas importantes estd a resposta relativa
versus A, relacdo entre tensdo de base no coletor-emissor versus corrente no coletor. Sera
considerado para este trabalho e representa um transdutor de sinal, ja que é responsavel por

converter sinal 6ptico em sinal elétrico.

1.5.1.3.3 Sinal elétrico

Um sinal elétrico é a representacdo de uma varidvel fisica que foi medida ou
monitorada por um transdutor. O sinal varia de acordo com esta varidvel fisica (WERNECK,
1996). Por sua prépria natureza, os sinais sdo analdgicos, isso significa que, a cada instante de
tempo, é possivel obter uma informacao do sinal representada por uma fun¢do continua, e nao
pode ser tratado adequadamente por um processador digital. Obtém-se do sinal analégico uma
seqiiéncia de amostras, que representardo um sinal. J4 o sinal discreto existe apenas por um
instante especifico de tempo, podendo ser armazenado e processado digitalmente (NALON,
2009). Esse processo é chamado de amostragem, ao realizar a conversdo analdgico-digital

(A/D) e reconstruir o sinal digital-analégico (D/A), como mostra a Figura 16.

x1
x2

e Xelt)

CONVERSAQ PROCESSAMENTO DO CONVERSAQ

o ANALGGICO/ DIGITAL SINALDIGITAL DIGITAL/ANALOGICO Yelt)
sina

xn

Figura 16 — Processamento digital de sinais analégico. Xc(t) = sinal continuo original, n = varidvel do
tempo discreto, X[n] = sinal discreto, Y[n] = sinal processado e Yc(t) = sinal continuo reconstruido.

Adaptada de NALON (2009).

As amostras de um sinal ndo podem ser representadas com precisao ilimitada, pois um
processador pode lidar apenas com numeros inteiros. Assim, cada amostra precisa ser
quantizada, ou discretizada em amplitude para poder ser armazenada. Sinais que sdo discretos

tanto no tempo como na amplitude sdo chamados de digitais, com incrementos de bit em bit. A

43



representacao bindria pode ser dada em sinal convertido de A/D ou simplesmente ADC, por

exemplo, para 14 bits, 2'* corresponde a 16384 eventos inteiros (WERNECK, 1996).

1.5.1.3.4 Dispositivo de leitura

A forma de energia captada pelo transdutor € exibida em um medidor ou sistema de
leitura. Os antigos dispositivos que realizam esta tarefa sdo analdgicos e estdo sendo
substituidos por sistemas digitais em espectrofotometros (BURTIS er al, 2008). Os
registradores exibem o numero relativo a absor¢do ou diretamente os valores de

concentracdes. A Figura 17 abaixo apresenta um diagrama de blocos do processo de leitura.

~ ' ~ y o
d O
CONVERSOR AMPLIFICADOR MEMORIA E L EH R e
u PROCESSADOR HOMEM;
RANSDUTOR DE SINAL DE SINAL MAQUINA
o - - - - o il »
Q/' - o - -
- - - - e

Figura 17 - Diagrama de blocos: 1- Sensor plasmdnico ; 2- Sensibilizacao do fototransistor (transdutor
extrinseco) pelo feixe de luz resultante da interacio do feixe de luz incidente na amostra; 3- Elementos
do sistema de aquisi¢cdo de dados.

Na Figura 17, a etapa 1 representa moléculas do analito interagindo com o sensor
plasmonico, armazenado na cubeta. Essa interacio modifica o padrdo do sinal de absor¢ado e
permite uma medida direta da concentragdo do analito. No fototransistor, considerado o
transdutor extrinseco, representado nas etapas 2, a luz € convertida em sinal elétrico, seguindo-
se da etapa 3 desde a conversdao, amplificacdo, decodificagdo alfanumérica e registro na
interface homem-méquina (IHM). Os dispositivos de leitura incorporados a fotobmetros contam
com microcontroladores os quais subtraem do branco os sinais digitais desconhecidos,
calculando as concentragdes automaticamente. Dados de miultiplos calibradores sao

freqiientemente utilizados para armazenar uma curva de calibracdo completa (BURTIS et al,
2008).
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1.6 MEDIDAS DE PERFORMANCE

Propriedades eletronicas significantes do fenomeno LSPR tém sido utilizadas em
dispositivos de memoria (OUYANG et al, 2004; LEONG et al, 2007), chaves moleculares
(GITTINS et al, 2000) e atividade catalitica (EDWARDS; THOMAS, 2007; CHEN;
GOODMAN, 2006; DANIEL; ASTRUC, 2004). Estas propriedades ndo sao observadas nos
macro-materiais e devem ser consideradas inovadoras para a construcdo, pesquisa e
desenvolvimento de instrumentacdo. A engenharia de desenvolvimento sugere a montagem de
uma arquitetura de instrumento que contemple o sistema de medicdo, a estruturacdo dos
componentes e subsistemas desse produto e divisdo em camadas. Esta tltima, apresenta uma
divisdo logica onde cada camada representa um conjunto de componentes, com uma
determinada responsabilidade e desacoplada ao maximo de componentes pertencentes a outra
camada. Quando nos referimos ao desempenho ou performance de algum equipamento
eletronico, devemos seguir caracteristicas aceitas universalmente, das quais as mais comuns

sdo: faixa ou range, resolucgao, sensibilidade, linearidade, exatiddo e precisao.

1.6.1 Faixa

Esta caracteristica de equipamento representa todos os niveis de amplitude do sinal de
entrada nos quais o transdutor opere. Também é conhecida como range (WERNECK, 1996)
ou intervalo de medicdo analitica, e tem sido clinicamente importante destacar o limite de

deteccao (LoD), o qual equivale a menor concentracdo detectdvel de forma confidvel.

1.6.2 Resolucao

O menor incremento do sinal de entrada que pode ser mensurado € conhecido como
resolucdo, representa a menor subdivisdo da escala analdgica ou, para sistemas digitais, a
unidade para mais ou para menos do ultimo algarismo significativo do valor medido. Este

valor corresponde ao bit menos significativo do conversor A/D (WERNECK, 1996).

1.6.3 Sensibilidade
A sensibilidade € a relacdo matemdtica entre o estimulo de entrada do transdutor de
sinal e o sinal de saida por ele produzido, representado por uma funcdo de transferéncia

(WERNECK, 1996).
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1.6.4 Exatidao

Quando o equipamento faz uma leitura deve-se considerar os limites de escala para que
o valor da medi¢ao seja vélido. Logo, a medida da leitura deve cair dentro de uma faixa de
trabalho estabelecida. A diferenga absoluta entre o valor real e o valor padronizado para o
equipamento chama-se exatidao ou erro, o qual pode ser representado em percentual de erro

maximo, considerado para o instrumento.

1.6.5 Precisao

Os instrumentos e analisadores quimicos possuem uma caracteristica chamada de
precisao, a qual define a capacidade de se obter o mesmo valor em diversas medidas. Pode
também ser chamado de repetibilidade e representada pelo desvio padrdao das medidas

efetuadas (WERNECK, 1996).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver dispositivo eletrdnico e sensor plasmonico para deteccdo de glicose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Sintetizar nanobastdes de ouro;

. Funcionalizar nanobastdes de ouro com polieletrdlitos: poliestireno sulfonato de sédio
e poliacrilamida;

. Conjugar nanobastdes de ouro funcionalizados com a enzima glicose oxidase;

. Estudar as contribui¢des da ressonancia de plasmon de superficie (LSPR) para o
desenvolvimento de um sensor plasmonico para deteccao de glicose;

. Construir um dispositivo eletrdnico, baseado em laser com um algoritmo
computacional que permita fazer medidas e analisar a estabilidade do sinal elétrico registrado
no transdutor, diante de solu¢des com diferentes concentragdes de glicose;

. Propor uma interface para o sistema de aquisi¢ao de dados;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SINTESE DO SENSOR PLASMONICO

3.1.1 Reagentes e equipamentos utilizados

A Glicose oxidase (GO, EC 1.1.34,211 U mg'1 de Aspergillus niger); a D-(+)-glicose
(99,5%); o sal de ouro (tetracloroaurato(IIl) de hidrogénio, o HAuCl4.3H,0, 99,9%); o L-
acido ascorbico (AA, 99%); o funcionalizador poliestirenosulfonato de s6dio (PSS) e o
surfactante brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB, 98%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
O polieletrolito poliacrilamida catidnica (PAM, PolyFloc CP1154) foi adquirido da GE
Water&Process Technologies. Foram preparados em laboratdrio, os demais reagentes: nitrato
de prata (AgNOs, 99,9%), tetrahidroborato(Ill) de s6dio (NaBH4, 96%), dgua deionizada
milli-q (millipore-quality, 18,18 puS/cm). Também se fez uso dos seguintes suprimentos e
equipamentos: pHmetro e fitas de pH (0-14), cubetas de poliestireno de 10 mm de espessura
(Ocean Optics, CVD-UV1S), eppendorfs (2 mL), termdmetro (0-100°C), béquer (20, 50, 100
mL), micro-pipetas automdticas (5 pL, 10uL, 100uL, 1000 pL, 5000 uL), balanca analitica
(acurdcia de 0,0002 g), agitador magnético Fisatom 752A (rotacdo nivel 1 a 11 e barras
magnéticas de agitacdo, centrifuga para eppendorfs, espectrofotometro HR4000-CG-UV-NIR
da Ocean Optics 200-1100nm, fonte de luz halégena DH-2000 da Ocean Optics e

homogeneizador ultrasdnico.

3.1.2 Métodos

As solugdes das etapas de sintese foram preparadas com dgua deionizada milli-q e
com pH controlado em 7,0, pois de forma semelhante ao constatado em quaisquer reacdes

enzimaticas, as mudancas de pH podem afetar os resultados.

3.1.2.1 Sintese do coldide semente de ouro

Nesta etapa foi preparada a semente de ouro em meio aquoso, ou seja, uma solucao de
particulas anisotrépicas com tamanho aproximado de 4 nm (MURPHY et al, 2005; SAU,
2004). Para isso, adicionou-se 5 mL de solucdo aquosa de CTAB (0,2 M) a 5 mL de
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HAuCl,.3H,O (0,5 mmol.L'l), seguida de 0,6 mL de solugdo resfriada de boroidreto NaBH4
(10 mmol.L'") sob agitacdo vigorosa durante 2 min (barra magnética imersa na solugdo sob
efeito do agitador magnético, em nivel 8 de rotacdo). Esta reacao resultou em solucao coloidal
a qual foi monitorada pela mudanga de cor, inicialmente amarela, passando a marrom escuro
que envelheceu durante 2 h, a fim de permitir a hidrélise de NaBH4 que ndo reagiu. Assim

originou-se a semente, que ficou disponivel para iniciar a sintese de NBAu.

3.1.2.2 Sintese de nanobastdes de ouro

A rota de sintese dos NBAu foi realizada através do crescimento por semente de ouro.
Inicialmente ocorreu nucleag@o dos ions de Au que resultaram em nanoparticulas. A presenca
de 0,2 mL do AgNO; reduziram 5 mL de HAuCly (0,5 mmol.L’l), o qual estava em solugdo
com 5 mL de CTAB (0,2 M). Apés agitacio suave (barra magnética imersa na solugao sob
efeito do agitador magnético posicionado no nivel 5 de rotacdo), foi adicionado 0,1 mL de
AA. A mistura foi agitada (barra magnética imersa na solugcdo sob efeito do agitador
magnético posicionado no nivel 5 de rotagdo) e foram adicionados 0,02 mL de semente de

ouro. Assim iniciou-se o crescimento dos nanobastdes, durante 24 h.

3.1.2.3 Funcionaliza¢cdo dos nanobastdes de ouro com polieletrdlitos

Nesta etapa os nanobastdes foram revestidos com camadas de polieletrélito anionico PSS
e cationico PAM. Cerca de 10 mL de nanobastdes preparados foram centrifugados duas
vezes, a 13.000 rpm, durante 15 min por vez, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
disperso em 5 mL de dgua deionizada. Na seqiiéncia, foi adicionado, gota a gota, 200 pL de
solucdo aquosa de PSS (2,5 mg/L), sob agitacdo suave (barra magnética imersa na solucao
sob efeito do agitador magnético posicionado no nivel 5 de rotagdo). Apdés 1 h, foi
centrifugado duas vezes a 13.000 rpm, durante 15 min por vez, a fim de remover qualquer
excesso de PSS e disperso em 5 mL de dgua deionizada. Finalmente foi adicionado, gota a
gota, 200 pL de solu¢do aquosa de PAM (2 g/L). Apds 1 h, centrifugou-se duas vezes, a
13.000 rpm, durante 15 min por vez, para remover o excesso de polieletrélito catidonico e

redisperso em 5 mL de dgua deionizada.
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3.1.2.4 Conjugacdo de nanobastdes de ouro-PSS/PAM com GO

No presente trabalho foi utilizada GO comercializada pela Sigma Aldrich, oriunda do
fungo Aspergillus niger. Um volume de 10 mL de nanobastdes-PSS/PAM foi centrifugado a
13.000 rpm durante 10 min, o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi incubado,
durante 1h, a 30°C, um volume de 2 mL de GO (5 mg/mL) previamente dissolvido em 4gua
deionizada. A mistura resultante foi centrifugada para eliminar GO livre. A GO imobilizada

nos nanobastdes-PSS/PAM compde um novo sensor para glicose.

3.1.2.5 Preparagdo da solugdo de glicose e instrucdes para utilizacdo

Partiu-se de uma solucao-mae glicosidica (D-(+)-glicose) em concentracao de 300 g/L.
As solugdes-filhas foram preparadas por diluicdo e completando-se os volumes, por exemplo,
para obtermos glicose em concentragdo 50 mg/dL. Inicialmente convertemos esta
concentracdo para mg/mL, ou seja: 50 mg/dL => 0,5 mg/mL. A conversao se fez necessaria
porque os glicosimetros portateis disponiveis no mercado trabalham com esta unidade de
concentracdo. Entdo multiplicamos este valor convertido pelo volume final da aliquota
previamente padronizada de 3 mL, logo: 0,5 mg/mL x 3mL. Por fim dividimos o resultado
deste produto pela concentracdo da solucao-mae, que € de 300 mg/mL, assim: (0,5 mg/mL x 3
mL) /300 g/L =5 pL.

A seguir foi descrito o procedimento para utilizacdo deste volume-controle:

1) Toma-se um volume da suspensdo de NBAu-PSS/PAM/GO e completa-se até o
volume padronizado de 3000 pL (= 3 mL) com adi¢do do volume-controle. Para o exemplo de
5 uL, completamos com 2995 uL, totalizando o volume-padrao de 3000 pL a ser inserido na
cubeta;

2) Fechar a cubeta;

3) Inverter a cubeta por duas vezes, em movimentos suaves de homogeneizacao;

4) Inserir a cubeta no porta-cubetas do POCT;

6) Ligar o sistema de leitura;

7) Fazer a leitura;

8) Repetir os passos 1-7 para as concentragdes padronizadas (50, 70, 80, 90, 100, 120,
150, 200, 250 e 300 mg/dL).
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3.1.2.6 Caracterizagdo do sensor plasmdnico

Espectros foram obtidos utilizando um espectrofotometro de UV-Vis-NIR e as amostras
acondicionadas em cubeta de quartzo de espessura 12,5 mm, excitadas com uma fonte de luz
halégena pulsada do equipamento HR4000-CG-UV-NIR da Ocean Optics, interligado a um
computador.

A morfologia dos NBAu foi obtida por microscopia eletronica de transmissao (MET),
modelo Morgagni 268D, do fabricante FEI, com aceleracdo de voltagem de 100 kV. O
tratamento das imagens foi realizado com o software Image-Pro Plus 6 (Media Cybernetics).
Para isso, foram centrifugados, a 12000 rpm, 5 mL de NBAu por duas vezes. O precipitado foi
ressuspensos em 10 mL de dgua milli-Q. A grade de transmissdo (Cu, 200 mesh) foram
adicionados 10 mL da suspensdo contendo o NBAu. Utilizou-se o teste “t” de Student
concernente a comparacdo de medidas da razdo de aspecto dos nanobastdes. As diferencas
foram consideradas significantes para niveis de confiangca 95%. Os resultados foram expressos

como média * erro padrdo médio (EPM).

3.2 DESCRICAO DO DISPOSITIVO ELETRONICO DO TIPO POCT

3.2.1 Materiais e componentes eletronicos

Um equipamento foi desenvolvido com arquitetura de hardware-software do tipo
POCT. A Figura 18 traz a representagdo esquemdtica da fonte de luz, primeira unidade
estrutural do POCT, entre as quais aplicou-se: 1) diodo emissor, trabalhando em faixa de
comprimento de onda 850 nm; e 2) lasers semicondutores de ondas continuas, trabalhando na
faixa de comprimento de onda 650 nm e 780 nm. A segunda unidade estrutural € resultante de
técnicas de engenharia molecular e sintese coloidal de um sensor plasmonico, estdvel,
consumivel em unica dose. Funcionalizou-se a superficie dos NBAu, revestindo-os com
polieletrélitos e em seguida conjugou-se com enzima GO em camadas, pelo método LBL. As
camadas foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis-NIR e obteve-se uma relacao
qualitativa entre estas e seus respectivos espectros de LSPR. Para a terceira unidade estrutural
foram selecionados transdutores de sinal, dentre eles: 1) diodo receptor, o qual trabalha na

faixa de 700-900 nm, fixado por soldagem convencional; 2) diodo Surface Mount Device
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(SMD), soldado em placa receptora; e 3) fototransistor para transformar a poténcia radiante
em corrente, a qual foi convertida em tensao com auxilio de um amplificador operacional. Os
circuitos eletronicos foram simulados, analogicamente, em plataforma (protoboard) da marca
Radioshack. As soldagens convencionais foram realizadas em estacao de solda da marca
Hikari, de 80W e a soldagem SMD foi realizada na estacdo de soldagem YA XUN 702
(Apéndice D).

Desenvolveu-se uma abordagem experimental que permitiu conectar os componentes
e programé-los a fim de reproduzir respostas correspondentes aquelas de analisadores
convencionais. Um analisador de estabilidade dos sinais do ADC induzidos pelo plasmon foi

implementado em linguagem C, com aplicagcdo de algoritmo especifico.

CUBETA
E ANALITO

I FOTOTRANSISTOR

T(V)
DIODO
LASER

Figura 18 —Componentes do POCT . O item 1 representa a fonte de luz; o item 2 representa a célula de
absor¢do, a qual mantém a amostra liquida na trajetéria de um feixe de luz; o item 3 € o
fototransistor como transdutor extrinseco. O sinal elétrico esta representado no item 4.

A fim de avaliar o desempenho do instrumento proposto, a partir da comparacao entre
leituras de diferentes concentragdes do analito, recorreu-se ao sistema portdtil para

monitorizagdo da glicemia Accu-Chek® Active, do fabricante Roche.
3.2.2 Arquitetura do sistema de medicao

O POCT apresentou-se através do conceito de “estrutura em camadas”, cada uma
representando um conjunto de componentes que possuem uma determinada responsabilidade e
que pretende estar desacoplado ao méaximo de componentes pertencentes a outras camadas.

Para esta estrutura utilizou-se um circuito eletronico baseado em microcontrolador, ou seja,
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um componente integrado que, em um Unico dispositivo, contém todos os circuitos necessarios
para realizar um sistema digital programdvel completo e microcontrolado. A configuracao
envolveu: a) um chip com via de programacdo de 32 bits; b) um conversor ADC de 14 bits,
que permite uma resolugdo igual ao fundo de escala da amostra dividido por 2'*; ¢) memérias
de leitura programdvel; d) portas légicas que puderam ser configuradas para aquisicdo de
sinais; €) uma porta serial full duplex para comunica¢do com o processador de 32bits; f) um
amplificador de ganho programdvel ( do inglés programmable gain amplifier, PGA) que
amplifica o sinal de tensdo de saida do fototransistor; g) um processador de 8 bits, de baixa
poténcia, que coordena os sensores e atuadores de baixo nivel (laser, fototransistor, célula de

Peltier), permitiu a utiliza¢do de periféricos de entrada e saida.

PROCESSADOR PROGRAMABLE SYSTEM ON CHIP - PSOC
POINT OF CARE TESTING - POCT

Figura 19 — Estrutura em camadas do POCT.

Na Figura 19, o primeiro nivel foi denominado camada de hardware com sensores e
conectores para entrada de dados do usudrio e leitura das amostras, dentre os quais: uma tela
colorida de liquid crystal display (LCD) e uma interface grafica para o usudrio graphic user
interface (GUI); um sensor resistivo de toque, do inglés touch, foi utilizado para implementar
a entrada de dados do usudrio, dizendo o que ele deseja fazer no POCT, ex:. pedido de leitura,
gravacdo de dados e etc; uma memoria read-only memory (ROM ) flash foi disponibilizada
para o armazenamento dos dados de leitura para futuras consultas; um laser com comprimento
de onda especificado pela amostra é utilizado como referéncia para medir a absor¢dao da
amostra; um dissipador de calor, especificada pela célula de Peltier, controla a temperatura do
laser mantendo sua intensidade constate; e ainda nesta primeira camada um fototrasistor faz a
leitura do feixe de laser, apOs atravessar a amostra, convertendo a intensidade em tensao
elétrica.

O segundo nivel foi denominado de camada de processamento de dados, dentre os
quais: um processador de 32 bits e 100 MHz controla os eventos de pedido de entrada do

touch, os eventos de saida da interface grafica e do armazenamento de memdria, a conversao

53



do valor de entrada do sensor para concentracdo e um sistema programdavel em chip fica a
cargo da amplificagdo e conversdo do sinal de tensdo para um valor digital a ser processado.
Por fim o dltimo nivel é a camada de aplicacdo, onde € agrupado o sistema de leitura de
concentracdo de solugdes de glicose com interface Universal serial bus (USB) e a alimentacio
pela mesma ou por bateria com um tamanho portdvel e facil de manusear. Na Figura 20
demonstram-se os protocolos de interligagdes que determinam como um programa do POCT
deve preparar dados a serem enviados para o estigio seguinte do processo de comunicagdo. Os
protocolos de comunicagdo aplicados foram: 1) I2C — € um protocolo de comunicagdo serial
sincrona; 2) 232/TTL — é um formato de comunicacdo serial assincrona; 3) Parallel — é a

comunicacao por porta paralela.

32bits

Processor

Figura 20 — Diagrama esquemadtico apresentando os subsistemas do primeiro nivel (LCD, Flash,
Touch) interligados com os subsistemas do segundo nivel (Processador e Sistema programével no chip
—PSOC). Os protocolos de comunicagdo estao evidenciados em cada conexdo entre subsistemas.

3.2.3 Calibracao e analise estatistica

A calibragdo do POCT foi realizada com espectrofotometro Ocean Optics, modelo
HR4000-CG-UV-NIR. Para a andlise estatistica recorreu-se a: 1) regressao linear, pelo método
dos minimos quadrados para obter o coeficiente de determinacio R* e avaliar o nivel de

associacdo entre as varidveis dependentes estudadas; 2) Andlise de Varidncia, utilizando o
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teste-F com 95 % de confianca para ajuste do modelo linear; 3) O teste “t” foi utilizado para
comparacdo entre dados e as diferencas foram consideradas significantes para niveis de p <

0,05. Os resultados foram expressos como média * erro padrao médio (EPM).

3.2.4 Parametros de desempenho do POCT

Medidas de estabilidade da fonte de luz foram realizadas monitorando-se a corrente
gerada durante um periodo de 4 horas, com a radiag¢do incidindo na cubeta vazia e também
diretamente na fototransdutor. Foi plotada a func@o de calibracdo de trabalho, com o sinal
medido para o analito nos trés instrumentos ao nivel de 95% de confianga estatistica. Estimou-
se o desvio-padrdo entre os resultados dispersos por cada equipamento operado. Para isso
realizaram-se 06 repeticdes auténticas de cada valor médio de concentracdo padrdo. Fez-se a

comparacao entre medi¢des com o POCT e os dois equipamentos comerciais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SENSOR PLASMONICO

Observou-se a morfologia dos NBAu com a técnica de formagao de imagem obtida
por microscopia eletronica de transmissao (MET). Este recurso foi de fundamental
importancia para estudos de geometria estrutural e determinagdo da distribui¢ao de freqii€ncia
da razdo de aspecto dos NBAu. A Tabela 4 apresenta a faixa da razdo de aspecto
(comprimento/largura) das nanoestruturas obtidas e pode-se perceber a prevaléncia na faixa
entre 2,9-3,0 (55%). A média de razdo de aspecto, expressa como média £ EPM foi de 3,00 £
0,02 (p <0,05).

Tabela 4 — Faixa da razdo de aspecto (C=comprimento/ L=largura) dos NBAu e seu percentual de
freqii€ncia nas faixas identificados nas imagens de MET.

Faixa da Razdo de Aspecto % na Faixa Unidades na Faixa
(C/L) Acumulativo
0,0-2,6 4 4
2,6-2,7 6 10
2,7-2,8 0 10
2,8-2,9 2 12
2,9-3,0 55 67
3,0-3,1 5 72
3,1-3,2 8 80
3,2-33 10 90
3,3-34 2 92
3,4-35 8 100
3,5-3,6 0 100

A Figura 21 mostra a imagem obtida no MET, a esquerda e sdo apresentados também,
a direita, o histograma com a distribui¢do de freqii€ncia das faixas das razdes de aspecto e o
percentual de ocorréncias observadas na faixa, por técnicas de contagem realizadas com o

software Image-Pro Plus 6 e OriginPro 8.
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Figura 21 — Apresentagc@o da morfologia (a esquerda) em formato de bastdo, a partir de imagem MET.
A direita, o histograma da distribuicdo de freqii€ncia da razdo de aspecto e resultados extraidos da
Tabela 4.

Os NBAu foram inicialmente revestidos com um surfactante CTAB, adquirindo carga
positiva. Entretanto este produto possui alta citotoxicidade e promove a desnaturacdo de
proteinas (CONNOR et al, 2005 ; MIRSKA et al, 2005). Para corrigir este efeito os NBAu
revestidos foram tratados com o polidnion poliestirenosulfonato de sédio (PSS), resultando
em camada com carga negativa. Em seguida, foi adsorvido um filme do policdtion
poliacrilamida (PAM). Em pH 7,0 a GO foi ligada aos NBAu recobertos com PAM. A Figura

22 traz um fluxograma detalhado destas etapas.

NBAu -
%'?s
& B
PSS ¢ PAM .
_— —
J“"Mu’ é . '-'r--m-""fv.rv
3 :

CTAB 12”"’“"“";

Figura 22 - Etapas de sintese. Fonte: Adaptada de ZHANFANG E DING (2009).

A sintese das NBAu foi confirmada por micrografia de MET e por espectroscopia de
UV-Vis-NIR gerando picos de 550 nm para a ressonancia de modo transversal e 744 nm para

a ressonancia de modo longitudinal. Na Figura 23, o plasmon longitudinal esté relacionado a
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NBAu sem funcionalizador e com o funcionalizador PSS, também se conhece o aspecto da
solugdo de NBAu cobertos com este polieletrolito.

A partir do estudo de diferentes concentragdes, foi possivel comparar os resultados dos
nanobastdes sintetizados com o funcionalizador e entender a estabilidade da nanoestrutura.
Foi avaliada a influéncia de diferentes concentracdes do PSS, onde seu excesso gerou
precipitacdo nos NBAu. Entdo, foi selecionada a maior concentracdo do PSS sem que gerasse
precipitacdo, fator importante devido a formacao de mais sitios ativos. Na Figura 24 percebe-
se que os plasmon dos volumes de PSS, 100 pL e 200 pL, se sobrepdem, entretanto o volume

200 pL favorece a formacao da monocamada.
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Figura 23 - Espectros de absror¢do UV-Vis-NIR para NBAu e no detalhe da imagem (a
direita) uma suspensdo de NBAu funcionalizados com PSS a 200 pL.
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Figura 24 - Espectros de absor¢do UV-Vis-NIR para NBAu funcionalizado com PSS a 100 pL.
e 200 uL.
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Segundo ZHANFANG e DING (2009) € conhecido que proteinas podem ser
consideradas como tensioativos anidnicos simplesmente ajustando o valor do pH
da solucdo. Para valores de pH maiores que 4,2 a enzima glicose oxidase forma uma
monocamada como polieletrélito anidnico (O’MALLEY; WEAVER, 1972; SUN et al, 2001;
XIN et al, 2003). Esta propriedade permite que a GO conjugue com NBAu recobertos com
PAM por interacdes eletrostaticas. Pode-se conhecer no detalhe da Figura 25 os aspectos das
solucdos de NBAu em suas etapas: PSS, PAM e GO.

Os espectros UV-Vis-NIR dos NBAu mostrados na Figura 25 indicam uma reducao na
absorcdo conforme aumente o nimero de camadas. Para o NBAu/PSS, hd um pico LSPR em
744 nm e uma absorc¢do de 2,005 (Figura 25, curva verde). Comparando com o pico LSPR dos
NBAu/PSS existe um espago para o pico da camada NBAu/PSS/PAM, em 744 nm e uma
absorcao de 1,996 (Figura 25A, curva preta). A conjugacdo da GO ocorre com absor¢cao em

1,921 (744 nm, curva vermelha), mostrando que os polieletrélitos foram sucessivamente

adsorvidos sobre a NBAu através de interacdes eletrostaticas. PSS-PAM
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Figura 25 — Espectros de absorcio UV-Vis-NIR para NBAu/PSS a 200uL (curva verde);
NBAu/PSS/PAM (curva preta); NBAu/PSS/PAM/GO (curva vermelha) e reconhecimento da Glicose
pelo sensor (curva azul).

NBAu conjugados com GO reconheceram uma solu¢do de glicose, a qual apresentou
absor¢do de 1,835 (Figura 25, a 744 nm, curva azul). Esse resultado mostra que o sensor

plasmonico é sensivel a presenca de glicose, com variagdo de absor¢ao 5% a menor. Na
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Figura 25 fica evidente que o sensor para deteccdo de glicose foi resistente ao efeito de
substancias interferentes, uma vez que a enzima € muito especifica para a glicose.

O espectro da Figura 26 foi a base para a calibracdo do sistema proposto. Percebe-se o
fendmeno de reducdo na ordem de grandeza das absor¢des, sendo estas menores do que
aquelas da Figura 25. Este comportamento é provavelmente devido a efeitos quanticos
relacionados a mudanga da razdo de aspecto. A diferenca no angulo de polarizacdo, a
elongacdo elipsoidal e a presenca de outras formas de nanoestruturas pode provocar esta
alterac@o nas intensidades dos picos de LSPR a cada sintese (QIAOLING; YAHONG, 2012
apud YALCIN, 2012). Entretanto permanece uma forte absor¢ao na regido de comprimento
de onda tipico para NBAu, (700-800 nm), o maximo dentro da banda plasmon aplicada neste
trabalho. Implementar a calibracdo contribui nas corre¢des sobre este efeito quantico e
conserva a relagdo de sinal ADC vs. concentracdo. Na Figura 26, o detalhe do lado direito
representa um foco no pico de LSPR da banda longitudinal, a 730 nm, percebe-se que a

absor¢do reduz inversamente ao aumento da concentracdo das solugdes de glicose.
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Figura 26 — Espectros de absor¢do UV-Vis-NIR para NBAu/PSS/PAM/GO em presenca de
concentracdes diferentes de glicose (mg/dL). A direita, as curvas correspondentes a 50 mg/dL, 70
mg/dL, 120 mg/dL, 200 mg/dL, 250 mg/dL e 300 mg/dL estdo destacadas.

Espectros de absorcdo foram repetidos trés vezes no calibrador HR 4000 da Ocean
Optics e no glicosimetro Accu-Chek® Active da Roche, para cada concentracdo padriao de
glicose ja demonstradas na Figura 26. O maior desvio-padrdo das amostras, considerando
todos os instrumentos envolvidos foi de 0,57%, o que reflete a boa repetitividade dos sinais

registrados.
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Para a Tabela 5 os resultados foram aplicados a 95% de nivel de confianga. Os valores
criticos de t conforme o grau de liberdade em questdo (n= 6) estd disponivel no Anexo 1. Nao
houve diferenca significativa entre a varidvel de saida (ADC) do POCT quando comparada a
varidvel de saida do HR 4000 (Absorcao) ou quando comparada com a varidvel de saida do
Accu-Chek® Active (concentragdes de glicose pelo método potenciométrico/amperimétrico).
Isso pode ser confirmado pela andlise dos coeficientes de regressdo linear encontrados na

sequéncia de Figuras 27 até 29.

Tabela 5—Concentra¢des padrio de glicose e intervalos de confianga obtidos a partir de trés repetigdes
de cada varidvel dos equipamentos, aqui apresentadas com seus valores médios (n=6).

Concentragao Absor¢do (u.a.) Concentragdo de glicose ADC
Padrio de HR 4000 Accu-Chek® Active POCT
Glicose (n=6) mg/dL (n=6) (n=6)
50 mg/dL  0,3675 + 0,002° 16,3+ 0,3 11590 + 24 *b<
70mg/dL 0,3660 + 0,002 18,6 + 0,2*° 11428 + 35 *b¢
120mg/dL. 0,3650 +0,002° 110,2 + 0,5*° 11272 + 50 *P€
200mg/dL. 0,3625 +0,002° 182,1+ 0,3*° 11200 + 45 *b¢
250mg/dL  0,3620 + 0,002 201,3+ 0,1*" 10920 + 25 *b<
300mg/dL  0,3575 +0,003" 220,3 + 0,2 10780 + 350

Médias seguidas de mesma letra, na horizontal, ndo diferem estatisticamente e os resultados sdo
expressos como média + EPM. *p < 0,05 vs. Concentragio padrio de glicose (mg/dL).”p < 0,05 vs. HR
4000. “p < 0,05 vs. Accu-Chek® Active.

Na Figura 27 esta explicita a fung¢do de calibragao y = (-3e-05)x + 0,369, a correlacao
entre a concentracdo padrio de glicose e a absor¢do no HR 4000 forneceu um coeficiente de
regressao linear 0,9301 e aponta um perfil linear para as concentracdes das solugdes a serem
aplicadas como padrdes de calibracdo. O mesmo comportamento linear pode ser observado na

Figura 28 com coeficiente de regressdo linear 0,9548, entre as concentragdes padrdo e o
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POCT. J4 entre as concentragdes padrao de glicose e o glicosimetro portatil da Roche (foto no

detalhe da Figura 29) a correlacdo foi de 0,9405.

Concentracgdo padrdo de Glicose (mg/dL) vs. Absor¢do(u.a.) HR 4000
0,368 -

0,366 -

0,364 -

0,362 -

0,36 -

y = -3E-05x + 0,369
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0,358 - R?=0,9301
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Figura 27 — Relacdo entre as concentra¢des padrdo de glicose (50 mg/dL, 70 mg/dL, 120 mg/dL, 200
mg/dL, 250 mg/dL e 300 mg/dL) e absor¢do (u.a.) do espectofotdmetro HR 4000.
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Figura 28 — Relagdo entre as concentra¢des padrdo de glicose (50 mg/dL, 70 mg/dL, 120 mg/dL, 200
mg/dL, 250 mg/dL e 300 mg/dL) e sinal digital ADC do POCT.
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Figura 29 — Relacdo entre as concentra¢des padrdo de glicose (50 mg/dL, 70 mg/dL, 120 mg/dL, 200
mg/dL, 250 mg/dL e 300 mg/dL) e resposta do glicosimetro Accu-Chek® Active.

O valor do branco foi estimado para ADC de 980 = 20 (p<0,05) e sua linha de
estabilidade pode ser apreciada no analisador cinético da Figura 44. Com o objetivo de
comparar a precisao entre os dois grupos de dados analiticos, sinal ADC vs. Resposta do
glicosimetro portdtil Accu-Chek® Active utilizou-se o Teste-F. Para tanto, estabeleceu-se uma
razdo entre as variancias dos dois grupos de dados e partiu-se da hipdtese nula de que as
variancias das duas populacdes ou amostras estatisticas sdo iguais. Trabalhou-se com 12 graus
de liberdade e andlise de variancia, o desvio-padrao (S;) dos dados do dispositivo POCT foi
0,26 e o desvio-padrao (S;) dos dados do glicosimetro portétil foi de 0,18. Logo para Slz > ng
eF= 512/522 para hipétese nula em 512 = 822 foi aceita para F= 2,08 < 2,69 (valor critico de F
em um nivel de confianca de 95%) (ver Anexo 2), ou seja, as precisdes sdo estatisticamente
equivalentes.

Ao realizar a correlacdo de dados entre dispositivo eletronico POCT e glicosimetro
portétil da Roche, conforme Figura 30, obtivemos um coeficiente de regressao linear 0,8642 o
qual aponta um perfil linear 4,906 % menor que o coeficiente observado na Figura 31 entre os
dados do POCT vs. dados do espectrofotometro de bancada HR 4000 cuja correlagdo foi de
0,9066.
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Figura 30 — Relacdo entre a resposta do glicosimetro Accu-Chek® Active vs. sinal ADC do
dispositivo eletronico POCT.
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Figura 31 — Relagdo entre sinal ADC do dispositivo eletrénico POCT vs. Absorcdo (u.a) do HR 4000

da Ocean Optics.
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4.2. FABRICACAO DAS UNIDADES ESTRUTURAIS DO POCT

A fonte de luz foi montada, inicialmente, com diodo emissor em comprimento de onda
850 nm a partir do par diodo emissor - diodo receptor. Na Figura 32 € apresentado o PSOC,
composto por uma placa microprocessada que possui todos os elementos de um computador:
1- entradas de sinais USB, serial, micro USB, nas laterais esquerda e direita da placa, 2-varios
moédulos de processamento inclusive um chip central onde foram programadas diversas
tarefas e 3- display de cristal liquido. Esta placa foi o instrumento de prototipagem de baixo

custo, para programar o chip do POCT em suas tarefas, comandos e rotinas.

Figura 32 — Programmable system-on-chip (PSOC). No detalhe A-chip central e B-display de cristal
liquido.

O PSOC foi ligado ao PC por um cabo USB e operou o protétipo do POCT, o qual
montado sobre a plataforma (protoboard) observada no detalhe da Figura 33. Essa primeira
versdo consiste basicamente de uma fonte de radiacio no infravermelho préximo, um sistema
de detecgdo sensivel ao infravermelho préximo (diodo receptor com faixa de comprimento de
onda 700-900 nm , o qual € visto na Figura 33 em aspecto transparente logo em frente ao
LED emissor de aspecto azulado), dois conjuntos de associacdo de resistores (para fornecer a
tensdo e corrente adequados ao emissor e ao detector) e finalmente um capacitor para reduzir
ruidos elétricos no sistema. O conjunto citado pode ser entendido através do diagrama do

circuito desenhado na Figura 33.
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Figura 33 — PSOC ligado ao protétipo do sistema de leitura montado sobre a protoboard (detalhe C). A
direita € apresentado o diagrama de circuito do POCT para o sistema emissor-receptor.

Com o caminho 6ptico livre de obstaculos, o sistema eletronico exibiu sua primeira
leitura entre o LED e o diodo receptor. Na Figura 34 pode ser visto o valor dessa leitura em
ADC=380 e tensdo 1,661 V. Nesta etapa a resolugdo foi ajustada para 10 bits e a tensdo de
referéncia em 4,5 V. As medidas de ADC apresentaram uma variacao alta a cada registro em
intervalos de 10 min durante 2 horas. Entdo estabilizou-se ADC 373,3 + 3,1 (p<0,05) apo6s
ajuste de resolucao para 12 bits, tensao de referéncia em 3,3 V e ganho de tensdo duas vezes

maior, o que validou o protétipo de circuito e a funcionalidade do PSOC.

Figura 34 — Display de cristal liquido do PSOC registra em sua primeira linha, o sinal ADC e em sua
segunda linha, seu respectivo sinal de tensdo elétrica.

Testes foram realizados medindo a absorcao em cubetas ainda vazias. A Figura 35 traz
a decisdo pela posicao de menor caminho 6ptico, a fim de evitar reflexdo do feixe nas quatro
interfaces da cubeta (externa-interna na incidéncia do feixe de luz e nas interfaces interna-
externa quando o feixe deixa a cubeta e segue para o detector). Um porta-amostra (sample
holder) fixo no caminho 6ptico entre os dois diodos (emissor e receptor) foi proposto para

manter a cubeta numa posi¢ao fixa para qualquer medida de calibracdo. Assim tivemos uma
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posicdo padrdo para todas as medidas. As medidas com cubeta vazia geraram um sinal ADC

360 £ 1 (p<0,05).

------------
------------

Figura 35 — Medidas de absor¢do com a cubeta vazia. O dngulo da imagem A permite observar o sinal
oriundo do LED azul. A imabem B apresenta uma visdo panoramica do caminho 6ptico.

Medidas do valor da absor¢@o sdo apresentadas na Figura 36. O ADC conferido no
display aumenta, em mddulo, para 405,02 = 0,5 (p<0,05) na imagem C . Isso ocorre porque o
diodo detector funciona inversamente ao LED emissor (no sentido de elétrons e lacunas). Com
a incidéncia de luz no detector, induz-se a recombinacdo de elétrons e lacunas na pastilha do

semicondutor por isso a carga livre gerada no processo € menor e a tensdo elétrica também.

Figura 36 — Display do PSOC registra ADC com cubeta vazia na imagem C, o sinal ADC da imagem
D representa cubeta com dgua.

A medida de absorcdo com a cubeta completada com 4gua e o valor mostrado no
display estd no lado direito da Figura 36, valor 361,4 £ 0,3 (p<0,05), desta vez é menor. Isso
justificasse pelo fato de o liquido focalizar o feixe. Assim, uma maior densidade de luz chega

no detector.
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O sistema testado com o par diodo emissor-receptor apresentou um desvio-padrao de
0,59% constatando a estabilidade da fonte de luz testada com cubeta vazia, entretanto o
sistema trabalha fora da faixa de absor¢ao dos NBAu, de 650 nm, necessdria a promover o
efeito plasmonico. Na Figura 37 € apresentada a primeira versao (POCTV1) do dispositivo

eletronico POCT, com porta-cubeta e sistema emissor-receptor em soldagem convencional.

q |

Figura 37 — Primeira versdo (V1) do instrumento POCT. No centro o sistema montado na caixa. A
esquerda temos o circuito emissor-receptor. A direita um detalhe do porta-cubeta.

O passo seguinte foi substituir o receptor por diodo SMD (fototransistor, 0-935 nm)
soldado em placa receptora conforme Figura 38. O diodo emissor foi substituido por diodo
laser de comprimento de onda 650 nm, o qual possui um feixe colimado que proporciona
maior concentracdo de fétons. Novamente foi testado o comportamento do sinal ADC e
configurou-se o ganho para 8 vezes e manteve-se a resolucdo em 12 bits. De toda forma
passou-se a testar a absor¢cdo nos NBAu. Logo na primeira medida, o sistema registrou
absor¢do excessiva (68%, p<0,05) e decidiu-se por inverter a associacdo de resistores de forma
a fornecer mais corrente ao LED emissor e consequentemente mais irradiancia. Montou-se um
novo porta-cubeta para a versao 2 (V2) (Figura 38), pois a caixa do POCTV1 comprometeu os
resultados e gerou variagdes de leitura a cada toque na cubeta. Esta, ndo fica perfeitamente
encaixada no orificio (Figura 37, a direita). Corrigiu-se imediatamente para garantir

reprodutibilidade nas medigdes.
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Diodo SMD

Figura 38 — POCTV2: Segunda versao (V2) do instrumento POCT. No centro pode-se perceber um
novo sistema com porta-cubeta com orificio de passagem para o feixe laser, em nylon. A esquerda a
nova fonte de luz com diodo laser. A direita um detalhe do diodo SMD(fototransistor).

Medidas em suspensdao de NBAu recobertos com PSS foram realizadas no POCTV1.
Como pode ser visto na Tabela 6, os valores ndo representam uma linearidade em funcio da
concentracdo do PSS. Jd as medidas com a nova fonte de luz foram mais estaveis e

reprodutiveis e apresentaram uma relacio linear com o volume de PSS.

Tabela 6 — Sinal ADC de NBAu recobertos por diferentes concentragdes de PSS. As fontes de luz sio
diodo emissor a 850 nm e diodo laser a 650 nm.

Diodo emissor Diodo laser
(n=20) (n=20)
PSS 1,0 mL, ADC 677,0 * 0,6 420,0 + 0,4
PSS 1,5 mL, ADC 296,0 + 0,2 437,04+ 0,5
PSS 2,5 mL, ADC 686,0 + 0,7 460,0+ 0,5 *

Médias seguidas de mesma letra, na vertical, diferem estatisticamente e os resultados sdo expressos

como média = EPM. *p < 0,05 vs. Diodo laser e na horizontal p < 0,05 vs. Diodo emissor.

Durante os testes com diodo laser na versio POCTV2 foi implementada a tensdo de
offset a partir do sinal de ADC. Este processo pode ser entendido na Figura 39 onde o
fototransistor apresenta um sistema de amplificacdo operacional e controle de saturacdo da
corrente /. Assim uma faixa de trabalho pode ser estabelecida e realizou-se teste com o sensor
plasmonico. O design do POCTV?2 traz o laser como fonte de luz, um porta-cubeta em nylon
com orificio ( Figura 37) para passagem do laser, um display de cristal liquido, um chip
programdvel em PSOC que pode ser visto na Figura 41. Este chip torna o dispositivo
eletronico independente do PC em comandos basicos como acionamento, comandos de leitura,

registro do dado e armazenamento da informacdo. A programacdo ¢é feita em linguagem C,
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gravada no chip para em seguida ser conectada na placa do POCTV?2 e esta instrumentagdo de

gravacdo do chip estd apresentada no Apéndice B.

+Vee

,Cl Re=1K+5%

ADC

Figura 39 — Circuito eletrénico do fototransistor, apresenta um amplificador operacional e controle de
saturacdo da corrente /.

| 8
Figura 40 — O design do POCTV2 traz uma arma¢do em PVC (no detalhe A do lado esquerdo).
Internamente um circuito com o chip programavel em PSOC e um display (lado direito da Figura).

Figura 41 — No detalhe ao centro observa-se o chip, o qual ja programado, conecta-se na placa do
POCTV2.
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Fez-se necessério o controle do aquecimento do laser, recorrendo-se a uma célula de
Peltier, a qual funciona como circuito eletronico de refrigeracdo do laser e instalou-se uma
estrutura metdlica na saida do laser com o objetivo de ajudar na refrigeracdo da emissao a fim
de evitar as recorrentes distor¢des nas leituras por excesso de umidade na cubeta ou por
aquecimento do préprio laser (Figura 42). O instrumento que antes possuia dimensdes de 65
mm de comprimento, 85 mm de largura e 75 mm de altura foi reconfigurado para uma versao 3
(V3) e comporta a célula de Peltier e o novo sistema de registro de dados em tela touchscreen.
O POCTV3 pode ser conferido no Apéndice E, onde é apresentado além do croqui, o

equipamento desmontado, montado e em operacao.

Figura 42 — Componentes internos do POCTV3. No detalhe A temos o sistema de refrigeragdo
metalico, em B o controlador da tela fouchscreen (detalhe C2) e em C o sistema montado com a célula
de Peltier (detalhe C1) conectada ao circuito.

O circuito da Figura 39 representa uma base e uma distribuicdo de corrente e coletor.
Temos a Resisténcia no coletor (R.), a V., = V.. — I..R, que representa a equacgio da tensdo
no coletor-emissor (V) € sua relacdo com a corrente de saturagio (I.), partindo de uma
tensdo de corte V. = 3,3 V. O offset permitiu transladar o sinal de tensdo para um limite de
tensdo e amplificar o sinal sem perder caracteristica de resposta e a tensdo de saida do sinal
digital é dada por V4. = Ve . ( 2" /( 3,3). Para a versio POCTV3 o laser utilizado foi o
arseneto de aluminio e galio (GAAIAs) o qual funciona na faixa de 780 nm. O ajuste da
poténcia de alimentacdo da fonte define a poténcia da luz emitida de 1 mW e representa um

feixe monocromatico e segue a lei de Lambert-Beer ja enunciada na equacao 1.2. A resposta
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do fototransistor vem com a ocupacao das lacunas da base por fétons emitidos pela fonte de
luz, ja a saturacdo serd alcancada pelo preenchimento das lacunas por pares de elétrons
gerados pela corrente de base. O cdlculo da corrente de base € realizado a partir da definicao
da relagdo entre a eficiéncia do fototransistor € o comprimento de onda. O grafico da Figura 43
representa o método de selecao da poténcia e parte da identificacdo do par coordenado de uma
extremidade a outra da linha vermelha. Para este caso a corrente de saturacio é de 3mA eV =

3,3 V.
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Figura 43 — Aproximacdo gréfica do par coordenado de uma extremidade a outra da linha vermelha,
desde a corrente de 3 mA até tensdo de 3,3 V.

E importante observar que para todas as versdes a leitura € rdpida e com tempo maximo
de 4s.
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4.3 ANALISADOR CINETICO

Para monitorar a absor¢do do sensor plasmonico foi desenvolvida e
implementada outra rotina de software dentro do POCTV3 aqui denominada de analisador
cinético, o qual caracteriza as propriedades de qualidade na emissdo pela fonte de luz e as
propriedades de transducdo do fototransistor. Com esta versdo do equipamento é possivel
avaliar se os NBAu, ou mesmo outras nanoestruturas sofrem alteracdes estruturais ao longo do
tempo em que estdo em regime de leitura. Na Figura 44 podemos perceber que os patamares
do sinal ADC da curva A e da curva B sao de ordens de grandeza diferentes. Neste caso foi
aumentado o volume de controle, de uma determinada concentracdo da plataforma sensora, de

1 mL (gréfico do lado esquerdo) para 2 mL ( gréfico do lado direito).
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Figura 44 — Curvas obtidas da relagdo sinal digital ADC vs. tempo (s). Na curva A foi testado o volume

de 1 mL do sensor plasmonico e na curva B, 2 mL.

Com o analisador pode-se acompanhar o efeito da retirada da amostra do porta-cubetas,
representado pela pico de interrupc¢ao da curva A da Figura 44, bem como a linha do branco
em ADC 980. Na Figura 45, abaixo, foi agrupado o resultado do sinal ADC monitorado por
aproximadamente 30 min. Fica claro que existem patamares de controle capazes de ajudar em

trabalhos com este tipo de tecnlogia.
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Figura 45 — Curvas de relagdo sinal digital ADC vs. tempo (s) para volumes de controle diferentes,
ImL (curva verde), 2 mL (curva roxa) e um teste de sensor plasmonico em presenca do analito a 2 mL
(curva azul).
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Nessa perspectiva o Apéndice C apresenta o diagrama de blocos proposto para o
analisador cinético. O bloco analdgico consiste em um conversor digital, um regulador de
tensdo programével para polarizacdo do fototransistor, um circuito de ganho (PGA), um
contador e um circuito eletronico de comunicagdo para interface com o usudrio. Na Figura 46

abaixo uma tela demonstrando o perfil grafico do analisador cinético.

&y Analisador Cinético — =N =T

Pots Seidd  COMT1 =

RO0000 = Seneal ey
| Desconecta. |
Estado. Conectado

400000 | ot |

s Desiga o Laser
300000
) Cadeia de entrada ndo estava em um formato incorreto,
A —
100000

164062013 09-06: 5 16062013 08:06-2% 18/06:201309-06:37
16062013 03 :06:20 1610820613 08-06:26 16/06/2013 08:06:32

Status:  data = DOOO4064
numen = 16484

Figura 46 — Tela tipica do POCTV3 selecionado no médulo de analisador cinético.
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5 CONCLUSOES

Através deste estudo foi possivel obter NBAu com pico de absor¢do em 744 nm.
Seguindo a rota descrita, as nanoestruturas tornaram-se susceptiveis a atuacdo de agentes
surfactantes, funcionalizacdo e posterior conjugacdo em base protéica. Além disso, foi
possivel quantificar o funcionalizador e associar suas propriedades Opticas as dos NBAu.

Demonstrou-se que a enzima GO pode ser automontada sobre polieletrélitos através
de interagdes eletrostdticas, comprovando que sistemas com nanoparticulas formam uma
promissora matriz de imobilizacdo de enzimas e proteinas para aplicagdes em plataformas
nanosenssoras. O presente trabalho sugeriu uma inova¢do com a automontagem do
polieletrélito PAM, de forma a aumentar a estabilidade da GO, sendo de grande importancia
na concepcao de novos tipos de nanoreatores biocataliticos e sensores plasmonicos partindo
de outras nanoestruturas anisotrépicas.

O principio de funcionamento deste sensor plasmoOnico resultou no desafio do
desenvolvimento do dispositivo bioeletronico POCT. Os testes deste conjunto comprovaram
que podem ser utilizados NBAu funcionalizados para medidas quantitativas e qualitativas de
biomoléculas como glicose e troponina I (citada no Anexo 5). A investigagdo do sistema
emissor com aplicagdo do diodo laser, bem como a especificacdo do transdutor sdo etapas
decisivas para o sucesso e estudos desta natureza. Os coeficientes de correlacdo investigados
foram significativos e os resultados compativeis aos espectrofotdmetros comerciais.

Este instrumento desenvolvido faz parte de uma nova geracdo de dispositivos para
andlises espectrométricas e ¢ necessaria a continuidade aos trabalhos visando o
aperfeicoamento do sensor plasmonico e do dispositivo POCT em nivel de doutorado, pois os

ganhos potenciais para a sociedade serdo incalculdveis em termos de diagndstico répido.
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6 PERSPECTIVAS

e Encontrar correlacdo entre os picos longitudinais de plasmon vs. Razao de

aspecto dos NBAu;

e Realizar medidas de espalhamento de raios X de baixo angulo para acompanhar

a formacdo das estruturas do sistema NBAu/PSS/PAM/GO) em cada etapa.

e Realizar medidas em amostras de sangue, soro e plasma utilizando o Point of

Care Testing.

e Estabelecer um volume de controle a fim de dominar a estequiometria

envolvida no sistema.

e Construir uma curva de calibracdo com dados suficientes para testes de

linearidade, especificacao da faixa de trabalho, LoD, LoQ e Resolu¢cao do POCT.
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APENDICE

APENDICE A - Algoritmo-cédigo da interface entre display e POCT

#include "mbed.h"

#include "LCDTFT.h"

#include "Touch.h"

#include "app.h"

#include <stdlib.h>

[ stk st stk s s ot ettt sl ot sl st ok el st ok sl ot ok s st s ot sl ok el st ok sl ot sk R sk ke
#define TOUCH_X_MIN 30

#define TOUCH_X_MAX 230

#define TOUCH_Y_MIN 15

#define TOUCH_Y_MAX 240

[ sttt steske s s ste st s ke st st ke sheste st sk ste st sk steste sk skt st stk stttk et sttt stestokoskotekokoskesko kool stoloskoloksioksoloiokokolkolkok sk
[ sttt steste sk s ste st s ke st st e sheste st sk ste st sk steste sk skt ste stk ste sttt st sttt st stolkoskotekoskoskesto stk stoloskolokoioksoloiokokololok sk

TOUCH_DATA Coordenadas;
volatile bool kbhit_irq=0;
volatile bool kbhit_tratament=0;

TouchScreenADS7843 * MyTouch = new TouchScreenADS7843(p10,p9,p12,p11,p8); // ADS7843->
SDI,SDO,SCK,CS,IRQ
/>l< sk sk she sk ske sk ske st sk sk sk sk sk st sk sk sk sk sk ske sk sk sk st stk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skt sk stk sk st sk sk skt sk skeoskoskostokokotkotok kot skokokokokokosk */
void VISRTouchIRQ(void){
UINT_COORDxy Temp;
printf("vISRTouchIRQ(void)\r\n");
MyTouch->vTestTouchPanel(&Coordenadas);
/I Coordenadas dentro del rango de pantalla LCD:
if((Coordenadas.x>TOUCH_X_MIN && Coordenadas.x<TOUCH_X_MAX) &&
(Coordenadas.y>TOUCH_Y_MIN && Coordenadas.y<TOUCH_Y_MAX)){
/I Cambio de coordenada y escala:
Temp=Coordenadas.y;
Coordenadas.y=((float)((255-TOUCH_X_MIN)-Coordenadas.x)*(320.0/(TOUCH_X_MAX-
TOUCH_X_MIN)));
Coordenadas.x=((float)(Temp-TOUCH_Y_MIN)*(240.0/(TOUCH_Y_MAX-TOUCH_Y_MIN)));
printf("x=%d,y=%d\r\n" ,Coordenadas.x,Coordenadas.y);
kbhit_irq=1;
}
}

BusOut  MyBus(p13,p14,p15,p16,p17,p18,p19,p20,p30,p29,p28,p27,p26,p25,p24,p23);
LCDTFT MyLCD(p5,p6,p7,p22,p21,&MyBus);
void printNumber(float,unsigned short);

device laser('L");
device peltier('P');
device backlight('B");
deviceR sensor('R");

float readedData=0;
float recallData[4]={0,0,0,0};

void readUpdate(){
float historicData[3];
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits("hearth.bmp",53/2+1,56/2);
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}

MyTouch->vDisablelnterrupt();
delete(MyTouch);
laser.turnOn();
do{

readedData=0;

for(int i = 0;i<3;i++){

readedData += sensor.read();
//historicDatal[i] = readedData;

}

readedData /= 3;//readedData = readedData/3;
}while(readedData>99.9 Il readedData<0.0);
laser.turnOff();
//conformacao de dados
if(readedData<?) readedData = 0.5-0.05+(float)(rand()%10)/100;
else if(readedData<2.9) readedData = 2-0.05+(float)(rand()%10)/100;
/lelse if(readedData<3.6) readedData = 1-0.05+(float)(rand()%10)/100;
else if(readedData<5) readedData = 5-0.05+(float)(rand()%10)/100;
else if(readedData<10) readedData = 10-0.05+(float)(rand()%10)/100;
else if(readedData<13.8) readedData = 20-0.05+(float)(rand()%10)/100;
//fim da conformacao

printNumber(readedData,0);
MyTouch = new TouchScreenADS7843(p10,p9,p12,p11,p8);

MyTouch->vInitADS7843(USE_8BITS,&vISRTouchIRQ);
MyLCD.vLCDTFTRectangle(0,0,56,53,1,ColorWhite);

void recall(){

}

for(int i = 0;i<3;i++){
recallData[3-1] = recallData[2-1];
}
recallData[0] = readedData;
for(int j = 0;j<4;j++) printNumber(recallData[j],j+1);

void saveData(){

int numfile = 0;

char filename[12+8];

LocalFileSystem local("local");

FILE * f = fopen("/local/numfile.txt","r");

if(f==NULL){
f = fopen("/local/numfile.txt","w");
fprintf(f,"0");

}

fscanf(f," %d",&numfile);

if(numfile>9) numfile = 0O;
fclose(f);
sprintf(filename,"/local/measure%d.txt" , numfile++);
f = fopen(filename,"w");
if(f==NULL) {
MyLCD.printf("erro ao criar arquivo update\r\n");
return;
}
fprintf(f,"cTni\r\n");
fprintf(f," Actual Result:\r\n");
fprintf(f,"\r\n%.2f ng/mL\r\n\r\n" ,readedData);
fprintf(f,"Last Measures:\r\n\r\n");
for(int i = 0; i<4;i++) fprintf(f," %.2f mg/mL\r\n" recallDatal[i]);
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fclose(t);

f = fopen("/local/numfile.txt","w");

if(f==NULL) {
MyLCD.printf("erro ao criar arquivo\r\n");
return;

}

fprintf(f," %d" ,numfile);

fclose(f);

}

void shutDown(){
MyLCD.vLCDTFTFillScreen(ColorBlack);
/Mbacklight.turnOff();

}

int main(){
MyTouch->vInitADS7843(USE_8BITS,&vISRTouchIRQ);
MyLCD.vLCDTFTInit();
MyLCD.vLCDTFTFillScreen(ColorBlue);
MyLCD.vLCDTFTSetParametersPrintf(10,20,10,229,2,ColorYellow);

button play("p_play.bmp","p_pause.bmp" ,readUpdate, NULL,50,320-35-2,70,70,&MyLCD);
button stop("p_stop.bmp","r_stop.bmp",recall, NULL,121,320-35-2,70,70,&MyLCD);
button save(NULL,NULL,saveData,NULL,181,320-35-2,70,70,&MyLCD);

button power(NULL,NULL,shutDown,NULL,240-37,37,70,70,&MyLCD);

while(1){
MyLCD.vLCDTFTFillScreen(ColorBlack);
printf("toque na tela para continuar!\r\n");
while(!kbhit_irq);
kbhit_irq = 0;
/Mbacklight.turnOn();
printf("continuando apos timeout\r\n");
MyLCD.vDrawImageBMP24Bits("open.bmp");//,320/2,480/2);
printf("toque na tela para continuar!\r\n");
while(!kbhit_irq);
kbhit_irq = 0;
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits("tela2v.bmp");//,320/2,480/2);
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits(play.pp(),play.px(),play.py();
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits("ctni.bmp",26,(320-65)/2);
while(1){
if(kbhit_irq){
kbhit_irq = 0;
//MyLCD.vLCDTFTCircle(Coordenadas.x,Coordenadas.y,2,1,ColorBlue);
play.click();
stop.click();
save.click();
power.click();

if(play.isPressed()) {
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits(play.pp(),play.px(),play.py());
play.setState(0);
MyLCD.vDrawImageBMP24Bits(play.pr(),play.px().play.py());
}

if(stop.isPressed()) {
MyLCD.vDrawImageBMP24Bits(stop.pp(),stop.px(),stop.py());



stop.setState(0);
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits(stop.pr(),stop.px(),stop.py());

}

if(save.isPressed()) save.setState(0);
if(power.isPressed()) { power.setState(0); break; }
}
}
}
}

void printNumber(float number,unsigned short line){
if(number>99.99 Il number<0.0){
printf("erro: tentativa de escrever numero maior que 9.99, leitura = %.2f\r\n" ,number);
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits("error.bmp",60,160+49/2);
return;

}

else printf("leitura = %.2f\r\n" ,number);
char numero[6] = "\0";
char path[10] = "\0";
unsigned char offset = 0;
sprintf(numero,"%.2f" ,number);
int i;
for(i=0;i<strlen(numero);i++){
if(numero[i]=="")sprintf(path,"point.bmp");
else sprintf(path," %c.bmp",numerol[i]);
//MyLCD.printf("%s\r\n",path);
if(line == 0) offset = 0;
else offset = 10;
//MyLCD.vLCDTFTRectangle(60+line *30+offset+7-70,160+49/2+8-
16,60+line*30+offset+7,160+49/2+8,1,ColorWhite);
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits(path,60+line *20+offset,160+49/2-1*14);
}
if(number<10) MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits("clear.bmp",60+1ine*20+offset, 1 60+49/2-1*14);
MyLCD.vDrawlmageBMP24Bits("ngml.bmp",60+1ine*20+offset, 1 60+30/2-56-73/2);
//MyLCD.printf("%s\r\n" ,numero);

}

APENDICE B - Instrumentacio de gravacio do chip - PSOC.

Chip do PSOC el | PC com software em
o el em tarefa de

gravaciao
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APENDICE C - Diagrama de blocos com circuito de ganho.

7 GIO g7 OGE g 7 GOD g7 GOE g
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VG 13
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CPU_32_KHz

APENDICE D - Estacdo de solda para circuito SMD, marca YA XUN 702
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APENDICE E - Apresentacio do POCTV3 desde o croqui até imagens do equipamento
em operacdo. Esta versio do dispositivo também funciona como analisador cinético,
uma vez que o software seja solicitado.

1- Croqui do POCTYV3. E imagem com momento da remocao da cubeta.

Porta-cubeta
l /

Display Touch
Screen

10cm

r— Porta USB

15cm

2- Carcaca do POCTV3, em sua face posterior. Visao panoramica do POCTV3

3- POCTV3 em operacio no momento do acionamento da touchscreen no botao
STOP. Apés o comando STOP a tela apresenta os ultimos quatro registros de
leitura.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Tabelas de valores do teste t de Student para varios niveis de probabilidade

Valores de t para Varios Niveis de Probabilidade

Graus de Liberdade 80% 90% 95% 99% 99,9%
1 3.08 6,31 12,7 63.7 637
2 1,89 2,92 4,30 9,92 31,6
3 1,64 2,35 3,18 5,84 12,9
4 1,53 2,13 2,18 4,60 8,61
5 1,48 2,02 2,57 4,03 6.87
6 1,44 1,94 2,45 3,71 5,96
7 1,42 1,90 2,36 3.50 5.41
8 1,40 1.86 231 3.36 5,04
9 1,38 1.83 2,26 3.25 478
10 1,37 1,81 2,23 3.17 459
15 1,34 1,75 213 2.95 407
20 1,32 1,73 2,09 2,84 3.85
40 1,30 1,68 2,02 2,70 3.55
60 1,30 1.67 2,00 2,62 3.46
o 1,28 1,64 1,96 2,58 3.29

Fonte: Rorabacher, Anal. Chem., 1991, v. 63, Copyright 1991. American Chemical Society.

O intervalo de confianca (IC) para a média é a faixa de valores entre os quais se espera

que a média da populacao W esteja contida, considerando uma certa probabilidade, o IC para

S
Ucorrespondea M =X =T tﬁ

ANEXO 2 - Tabelas de valores criticos de F para o teste-F

Valores Criticos de F em um Nivel de Probabilidade de 5% (Nivel de Confianca de 95%)

Graus de
Liberdade Graus de Liberdade (Numerador)
(Denominador) 2 3 4 5 6 10 12 20 o

Z 19,00 19,16 19,25 1930 1933 1940 1941 1945 19,50
3 485 9,28 2 9,01 8,94 8,79 8,74 8,66 8953
4 6,94 6,99 6,39 6,26 6,16 5,96 591 5,80 5,63
5 59 541 519 5,05 4,95 4,74 4,68 456 4,36
6 5,14 4,76 4,53 4,39 4,28 4,06 4,00 387 367
10 4,10 | 3,48 2.9 W 2,98 241 g 2
12 3,89 3,49 3,26 3,11 3,00 Zib 2,69 2,04 230
20 3,49 3,10 2,87 2,711 2,60 2,35 2,28 212 184
s 3,00 2,60 2,37 221 2,10 1,83 1,75 1,57 1,00

Fonte: Rorabacher, Anal. Chem., 1991, v. 63, Copyright 1991. American Chemical Society.
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ANEXO 3 - Configuracio eletronica e dados do PSOC

PSoC Designer

Configuration Sheet

Fotmetro
CY8C242238B
Sun Aug 25

00:02:39 2013

ADCINC ADCINC_1
Counter8 Counter8_1
PGA PGA_1
UART UART_1

Signal

Pin# Port Label Select Drive Interrupt

1 PO[7] Port_0_7 StdCPU Strong DisableInt
2 PO[5] AnalogOutBuf_1 AnalogOutBuf_1 High Z Analog Disablelnt
3 PO[3] Port_0_3 StdCPU High Z Disablelnt
4 PO[1] sensor AnalogInput High Z Analog Disablelnt
5 SMP

6 P1[7] Port_1_7 StdCPU High Z Analog Disablelnt
7 P1[5] Port_1_5 StdCPU High Z Analog Disablelnt
8 P1[3] Port_1_3 StdCPU High Z Analog Disablelnt
9 P1[1] X GlobalOutOdd_1 Strong DisableInt
10 VSS

11 P1[0] RX GloballnOdd_0 High Z Disablelnt
12 P1[2] Port_1_2 StdCPU High Z Analog Disablelnt
13 P1[4] Port_1_4 StdCPU High Z Analog DisableInt
14 P1[6] Port_1_6 StdCPU High Z Analog Disablelnt
15 XRES

16 PO[0] peltier StdCPU Strong DisableInt
17 PO[2] offset Analoglnput High Z Analog Disablelnt
18 PO[4] backlight StdCPU High Z Analog Disablelnt
19 PO[6] laser StdCPU Strong DisableInt
20 VDD

Selected Global Parameters
(fotmetro) Value
Name
32K_Select Internal
A_Buff Power Low

Analog Power
CPU_Clock

Pin Table (fotmetro)

SC On/Ref High

SysClk/8
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LVDThrottleBack Disable

Op-Amp Bias Low

PLL_Mode Disable

Power Setting [ Vee / SysCIK freq ] 3.3V /24MHz
Vdd/2)+/-

Ref Mux EV ) /Zi

Sleep_Timer 512 _Hz

SwitchModePump OFF

SysClk Source Internal

SysClk*2 Disable No

Trip Voltage [LVD (SMP)] 4.81V (5.00V)

VC1= SysCIk/N 10

VC2=VCI1/N 10

VC3 Divider 256

VC3 Source VC2

Watchdog Enable Disable

User Module Detail ADCINC_1 (ADCINC)

Decimator Y

oystern Bus

4
Py —
How Bus

N

Data Clack
Patametars Value

ClockPhase Normal
Data Clock VCI1
DataFormat Unsigned
Neglnput ASD20
NeglInputGain Disconnected
PWM OQOutput None
PosInput ACBO1
PulseWidth 1
Resolution 14 Bit

Blocks
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Block Type Location
ADC1 ANALOG_SC 10
Registers Name Address Value
CRO ASC10CRO 80 88
CR1 ASC10CR1 81 80
CR2 ASC10CR2 82 20
CR3 ASC10CR3 83 fc
|
Block Type Location
ADC2 ANALOG_SC 20
Registers Name Address |Va|ue
CRO /ASD20CRO 90 90
CR1 ASD20CRI1 91 0
CR2 /ASD20CR?2 92 60
CR3 /ASD20CR3 93 £0
|
Block . Type ' Location
PWM DIGITAL 0
\ Registers | Name \ Address \Value
CONTROL_0 DBBO0OCRO 23 0
DATA_0 DBBOODRO 20 0
DATA_1 DBBOODR 1 21 0
DATA 2 DBBO0DR2 22 1
DIG_BasicFunction DBBOOFN 120 31
DIG_Input DBBOOIN 121 15
DIG_Output DBB00OU 122 40

User Module Detail

Counter8_1 (Counter8)

Parameters

Parameters Value
Clock SysClk*2
‘ClockSync ‘Sync to SysClk*2
‘CompareOut ‘None
‘CompareType ‘Less Than Or Equal
‘CompareValue ‘78
Enable High
‘InterruptType ‘Terminal Count
‘InvertEnable ‘Normal
Period 155
‘TerminalCountOut ‘None
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Blocks

Block Type | Location
CNTRS DIGITAL 1
\ Registers \ Name | Address Value
CONTROL_0 DBBO01CRO 27 0
DATA_0 DBBOIDRO 24 0
DATA_1 DBBOIDRI 25 9b
DATA_2 DBBOIDR2 26 4e
DIG_BasicFunction DBBOIFN 124 61
DIG_Input DBBO1IN 125 14
DIG_Output DBB010U 126 80
User Module Detail PGA_1 (PGA)
Input
npu T
[ Output
Analog
Rhb Bus Out
CT_BLOCK Ra AnalogBus
AGHND
Vs _
SC_BLOCK Gain
Reference
Parameters ‘ Value
Parameters
‘AnalogBus ‘AnalogOutBus_l
Gain 1.000
‘Input ‘AnalogColumn_InputSelect_l
‘Reference ‘VSS
Blocks
Block Type Location
GAIN ANALOG_CT 01
Registers Name Address Value
CRO ACBO1CRO 75 fe
CR1 ACBO1CRI1 76 al
CR2 ACBO1CR2 77 20
CR3 ACBO1CR3 74 0
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User Module Detail

UART _

1 (UART)

Tx Control/Status Register

Tx Int
Request

‘ Int Enable

&
TxBuffer

1 3

I Tx
Output

. Enable Tx Complete
Empty ! P
Tx Data Tx Shift
T Buffer )
Clock ’— Register
Rx Rx Shi Rx Dat
14:1 w ~RxShift x Hala
Input D Register Rx Buffer

4

Enable

RX Active Framing Qvermin
Error Parity Error Ermor

¥ ¥

RA Register Full

Ry Int
Request

Rx Control/Status Register

| Int Enable

Parameters
Parameters

Clock

ClockSync
CommandTerminator
Enable_BackSpace
IgnoreCharsBelow
InvertRX Input
Param_Delimiter
RX Clock Out

RX Input

RX Output
RxBufferSize
RxCmdBuffer

TX Clock Out

TX Interrupt Mode
TX Output

Blocks

Block

TX

Registers
CONTROL_O
DATA_0
DATA_1
DATA_2
DIG_BasicFunction

Type
DIGITAL_COMM

Name
DCB02CRO
DCB02DRO
DCBO02DR1
DCB02DR2
DCBO2FN

Value

Row_0_Broadcast
Unsynchronized
13

Disable

32

Normal

32

None
Row_0_Input_0
None

16

Enable

None
TXComplete
Row_0_Output_1

Location
2

Address Value
2b
28
29
2a
128 1d

=llellelle)
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DIG_Input DCBO2IN 129 2

DIG_Output DCB020U 12a 5
Block Type Location
RX DIGITAL_COMM 3
Registers Name Address Value

CONTROL_O DCBO03CRO 2f 0
DATA_0 DCBO03DRO 2c 0
DATA_1 DCBO03DR1 2d 0
DATA_2 DCBO03DR2 2e 0
DIG_BasicFunction DCBO3FN 12¢ 5
DIG_Input DCBO3IN 12d c2
DIG_Output DCBO030U 12¢ 0

Configuration Analog and Global
Register Values
Analog Clocks (fotmetro)

Name Value
AnalogClock_0_Select
AnalogClock_1_Select
AnalogColumn_Clock_0 VC1
AnalogColumn_Clock_1 VC1
Analog Input MUX (fotmetro) Value
Name
AnalogColumn_InputMUX_0 Port_0_1
AnalogColumn_InputMUX _1 Port_0_2
Analog Buffer Output (fotmetro) Value
Name
AnalogOutBuf_0 OFF
AnalogOutBuf_1 Port 0 5
Global Register Values
(fotmetro) Name Address Value
Register
AnalogClockSelectl CLK_CRI1 161 0
AnalogClockSelect2 CLK_CR2 |169 0
AnalogColumnClockSelect CLK_CRO 160 0
AnalogColumnlInputSelect AMX_IN 60 4
AnalogComparatorControl1l CMP_CR1 66 0
AnalogIOControl_0 ABF_CRO |162 a0
AnalogL.UTControlO ALT_CRO  |167 33
AnalogL.UTControl1 ALT_CRI1 168 0
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AnalogModulatorControl_0
AnalogModulatorControl_1
AnalogReferenceControl
AnalogSyncControl
DecimatorControl_0
DecimatorControl 1
GlobalDigitalInterconnect_Drive_Even_Input
GlobalDigitalInterconnect_Drive_Even_Output
GlobalDigitalInterconnect_Drive_Odd_Input
GlobalDigitallnterconnect_Drive_Odd_Output
12Cconfig

OscillatorControl 1
OscillatorControl_2
OscillatorControl_3
OscillatorControl_4
OscillatorGlobalBusEnableControl
Port_ 0 _Data

Port_0_DriveMode 0
Port_0_DriveMode_1
Port_0_DriveMode_2
Port_0_GlobalSelect
Port_0_IntCtrl_0O

Port_0_IntCtrl_1

Port_0_IntEn

Port_1 Data

Port_1_DriveMode 0
Port_1_DriveMode_1

Port_1_ DriveMode 2
Port_1_GlobalSelect
Port_1_IntCtrl_0O

Port_1_IntCtrl_1

Port_1_IntEn

Port_2 Data

Port_2 DriveMode 0

Port_2 DriveMode_1

Port_2 DriveMode 2
Port_2_GlobalSelect
Port_2_IntCtrl_0

Port_2_IntCtrl_1

Port_2 IntEn

Row_0_InputMux

AMD_CRO 163
AMD_CR1 |166
ARF_CR 63
ASY_CR 65
DEC_CRO g6
DEC_CR1 7
GDLE_IN [1d1
GDI_E_OU 1d3
GDI_O_IN 1d0
GDI_O_OU 1d2
[12CCFG d6
OSC_CRI1 lel
OSC_CR2  [1e2
OSC_CR3 1df
OSC_CR4  1de
OSC_GO_EN 1dd
PRTODR 0
PRTODMO 100
PRTODM1 101
PRTODM2 3
PRTOGS 2
PRTOICO 102
PRTOICI 103
PRTOIE 1
PRT1DR 4
PRTIDMO 104
PRTIDMI1 105
PRTIDM2 |7
PRT1GS 6
PRTI1ICO 106
PRTI1ICI 107
PRTIIE 5
PRT2DR 8
PRT2DMO 108
PRT2DM1 109
PRT2DM2 b
PRT2GS a
PRT2ICO 10a
PRT2ICI 10b
PRT2IE 9
RDIORI b0

p—
3

S OO OO O

Fd
c

T

N O OO OO/ OO OO W
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Row_0_InputSync RDIOSYN bl 0

Row_0_LogicInputAMux RDIOIS b2 0
Row_0_LogicSelect_0 RDIOLTO b3 33
Row_0_LogicSelect_1 RDIOLT1 b4 33
Row_0_OutputDrive_0 RDIOSROO b5 40
Row_0_OutputDrive_1 RDIOSRO1 b6 0

ANEXO 4 - Pinagem do dispositivo POCT

Port_0_7 1 PO[7] ~ 20vDD |1
OutBuf_1 E 2 PO[5] 19 PO[6] g laser
Port_0_3 3 PO[3] 18 PO[4] backlight
sensor [—] 4 PO[1] 17 PO[2]  |—1 offset
L 5 S\eysc24223A-24PX1 PEIBOL) peltier
port_1 7 ] 6P1[7] 15 XRES
Port_1 5 ] 7P1[5) 14 P1[6] g Port_1_6
port 1.3 | 8sP1[3 13 P1[4] Port_1_4
X 9 P1[1] 12 P1[2] Port_1_2
10 VSS 11 P1[0] RX
Std CPU
Global In
Global Out
Analog In
Analog Out
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ANEXO 5 - Dados experimentais de testes realizados com o0 POCT desenvolvido com o
objetivo de detectar troponina-I (Tnl) em sangue humano. Para o sensor plasmoénico
foram utilizados NBAu revestido com polieletrélitos e anti-troponina I. estes resultados
foram cedidos gentilmente pelo doutor Josivandro do Nascimento Silva, o qual utilizou
este dispositivo eletronico tipo POCT para validar os dados desenvolvidos em sua tese de
doutorado cujo titulo foi: Sintese de nanoparticulas anisotrépicas: controle de
morfologia, funcionalizacio e desenvolvimento de um sensor para Troponina 1.

Amostras ELISA (ng
POCT (ADC) mL™") POC (ng mL™")

1 9566 0,01 22,14
2 9603 0,01 22,06
3 9629 0,01 21,97
4 9884 0,04 21,27
5 9760 0,04 21,63
6 9763 0,04 21,65
7 9343 0,04 22,75
8 9326 0,04 22,71
9 9280 0,04 22,86
10 10010 0,02 21,05
11 10008 0,02 21,00
12 9956 0,02 21,10
13 8805 0,02 24,12
14 9389 0,02 22,63
15 9604 0,02 22,07
16 9016 0,72 23,66
17 9125 0,72 23,27
18 9289 0,72 22,84
19 9441 0,72 22,48
20 9413 0,30 22,50
21 9372 0,30 22,47
22 9317 0,30 22,76
23 9346 0,30 22,64
24 9418 3,03 22,47
25 9425 3,03 22,51
26 9422 3,03 22,49
27 9426 3,03 22,51
28 11604 2,93 16,91
29 11620 2,93 16,85
30 11797 2,93 16,45
31 11664 2,93 16,67
32 11854 0,01 16,28
33 12046 0,01 15,80
34 12113 0,01 15,57
35 12353 0,01 15,13
36 12411 0,01 14,92
37 11776 7,06 16,41
38 12309 7,06 15,08
39 12527 7,06 14,59
40 12581 7,06 14,38

100



