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RESUMO

Segundo dados divulgados pela Organizacdo Mundial de Salde, a diabetes é uma das
doencas com maior prevaléncia, afetando atualmente mais de 400 milhdes de pessoas em todo o
Mundo, sendo previsivel que estes nimeros continuem a aumentar. Para além disso, esta doenga é
responsavel por milhdes de mortes anuais, a maioria das quais em paises subdesenvolvidos ou em
regides remotas onde 0 acesso a infraestruturas médicas e hospitalares é limitado, o que impde a
necessidade de existéncia de dispositivos para detecdo de glucose precisos e economicamente
acessiveis.

Face as suas propriedades, o papel representa uma alternativa na realizacdo de testes point-
of-care para determinacdo colorimétrica dos niveis de glucose, permitindo efetuar diagndsticos
simples, rapidos e econémicos. Contudo, todos os dispositivos existentes atualmente funcionam a
base de enzimas, o que ndo s6 aumenta o seu custo como também afeta o seu prazo de validade e
consequente funcionamento.

O principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um biossensor
colorimétrico ndo enzimatico em papel para detecdo de glucose. A constru¢do dos sensores foi
efetuada recorrendo a tecnologia Lab-on-Paper, que consiste na definicAo de zonas de teste
hidrofilicas no papel, delimitadas por regides hidrofébicas formadas pela impresséao e difusdo de uma
camada de cera. Quanto ao seu principio de funcionamento, este baseia-se na sintese de
nanoparticulas de ouro por redu¢cdo de um sal de ouro em que a glucose constitui o préprio agente
redutor. Diferentes concentra¢cdes de glucose resultam na formacao de nanoparticulas com diferentes
tamanhos, as quais estéo associadas altera¢des de cor do sensor.

Os sensores desenvolvidos foram testados e calibrados utilizando diferentes concentracdes
de glucose entre 0 e 50 mM. Os resultados obtidos foram analisados visualmente e digitalmente
através do software de andlise de imagem ImageJ, tendo o sensor colorimétrico revelado
sensibilidade na determinagdo dos niveis de glucose em amostras, de uma forma simples, rapida e
econOmica. Foram ainda comparados os resultados colorimétricos obtidos com um digitalizador e
com uma camara de smartphone, concluindo-se que ambos os métodos constituem alternativas

viaveis na andlise digital dos sensores.

PALAVRAS-CHAVE: Biossensores de papel; testes de diagnostico rapido; glucose;

dispositivos ndo enzimaticos; nanoparticulas de ouro; detec¢éo colorimétrica.






ABSTRACT

According to data released by the World Health Organization, diabetes is one of the most
prevalent diseases, currently affecting more than 400 million people worldwide and these numbers are
expected to continue increasing. In addition, this disease accounts for millions of deaths each year,
many of whom are in developing countries or remote regions where access to medical and hospital
infrastructures is limited, which imposes the need for accurate and economically accessible glucose
detection devices.

Due to its properties, paper represents an alternative in the performance of point-of-care tests
for colorimetric determination of glucose levels, allowing simple, rapid and inexpensive means of
diagnosis. However, all existing devices now are enzyme-based, which not only increases their cost
but also affects their shelf life and consequently their operation conditions.

The main goal of this work was the development of a colorimetric, enzyme-free paper-based
biosensor for glucose detection. The sensors construction was performed using Lab-on-Paper
technology, which consists of the definition of hydrophilic test zones on paper, delimited by
hydrophobic regions formed by printing and diffusing of a wax layer. Regarding the sensor operating
mode, it is based on the synthesis of gold nanoparticles by reducing of a gold salt in which glucose is
the reducing agent. Different concentrations of glucose result in the formation of nanoparticles of
different size, to which color changes of the sensor are associated.

The developed sensors were tested and calibrated using different concentrations of glucose
from 0 to 50 mM. The obtained results were visually examined and digitally analyzed through the
image analysis software ImageJ. The colorimetric sensor revealed sensitivity to determination of
glucose levels in samples, in a simple, rapid and inexpensive way. It was also compared the
colorimetric results obtained with a scanner and with a smartphone camera, concluding that both

methods are viable alternatives in the digital analysis of the sensors.

KEYWORDS: Paper-based biosensors; point-of-care tests; glucose; enzyme-free devices;

gold nanoparticles; colorimetric detection.

Xi



xii



LISTA DE ABREVIATURAS, ACRONIMOS E SIGLAS

AB — Acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonico

Abs — Absorvancia

a.C. — Antes de Cristo

ALP — Fosfatase Alcalina (do inglés, Alkaline Phosphatase)

ALT — Alanina Transaminase (do inglés, Alanine Transaminase)

AST — Aspartato Transaminase (do inglés, Aspartate Transaminase)

ARM — Medidor de Refletancia de Ames (do inglés, Ames Reflectance Meter)

ASSURED - Economicamente acessiveis, Sensiveis, Especificos, De facil utilizacdo, Répidos e
robustos, Independentes da utilizacdo de equipamentos e Acessiveis a quem deles necessita (do
inglés, Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid and robust, Equipment-free and Delivered
to those in need)

ATR — Refletancia Total Atenuada (do inglés, Attenuated Total Reflectance)

AuNPs — Nanoparticulas de Ouro (do inglés, Gold Nanoparticles)

BSA — Albumina de Soro Bovino (do inglés, Bovine Serum Albumin)

CENIMAT - Centro de Investigacdo em Materiais

CGMs — Sensores de Monitorizagdo Continua de Glucose (do inglés, Continuous Glucose Monitors)
CRT - Tubo de Raios Catddico (do inglés, Cathode Ray Tube)

d.C. — Depois de Cristo

DLS — Disperséo Dindmica da Luz (do inglés, Dynamic Light Scattering)

DNA — Acido Desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic Acid)

DRX — Difracdo de Raios-X

DSC - Calorimetria Diferencial de Varrimento (do inglés, Differential Scanning Calorimetry)
DTA — Analise Térmica Diferencial (do inglés, Differential Thermal Analysis)

EDS - Espetroscopia Dispersiva de raios-X (do inglés, Energy Dispersive Spectroscopy)
EF — Fator de Intensificacéo (do inglés, Enhancement Factor)

ELISA — Ensaio Imunoenzimético (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EUA — Estados Unidos da América

FCT - Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

FDA - do inglés, Food and Drug Administration

FTIR — Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (do inglés, Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)

FWHM - Largura a Meia Altura (do inglés, Full Width at Half Maximum)

Xiii



HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés, Human Immunodeficiency Virus)
HSM — Monocromador de Alta Velocidade (do inglés, High-Speed Monochromator)

INL — Laboratorio Ibérico Internacional de Nanotecnologia (do inglés, International Iberian

Nanotechnology Laboratory)

IUPAC — Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés, International Union of Pure and

Applied Chemistry)

KAUST - Universidade de Ciéncia e Tecnologia Rei Abdullah (do inglés, King Abdullah University of
Science & Technology)

LFAs — Ensaios de Fluxo Lateral (do inglés, Lateral Flow Assays)

NPs — Nanoparticulas (do inglés, Nanoparticles)

OMS - Organiza¢do Mundial de Saude

OND - Observatorio Nacional da Diabetes

POC - do inglés, Point-Of-Care

RGB - Vermelho, Verde e Azul (do inglés, Red Green Blue)

R6G — Rodamina 6G

SEM — Microscopia Eletrénica de Varrimento (do inglés, Scanning Electron Microscopy)

SERS - Espetroscopia Raman Amplificada por Superficie (do inglés, Surface-Enhanced Raman

Spectroscopy)

SNS - Servico Nacional de Salde

SPR — Ressonancia Plasmoénica de Superficie (do inglés, Surface Plasmon Ressonance)

TA — Andlise Térmica (do inglés, Thermal Analysis)

TEM — Microscopia Eletronica de Transmisséo (do inglés, Transmission Electron Microscopy)
TG — Termogravimetria (do inglés, Thermogravimetry)

TMA — Analise Termomecanica (do inglés, Thermomechanical Analysis)

u. a. — Unidades adimensionais

UNL — Universidade Nova de Lishoa

UV-Vis — Ultravioleta-Visivel

uPADs — Dispositivos de Andlise de Microfluidica em Papel (do inglés, Microfluidic Paper-based

Analysis Devices)

Xiv



LISTA DE SIMBOLOS

d — Distancia entre planos cristalinos

E — Energia

I, — Estrutura cristalina triclinica da celulose tipo |

Iz — Estrutura cristalina monoclinica da celulose tipo |

I — indice de cristalinidade

I 902y — Intensidade maxima do plano (002) da estrutura cristalina da celulose tipo |
I am) — Intensidade de difracdo da componente amorfa de um dado material
Iraman — Intensidade Raman de uma determinada banda espetral

Isprs — Intensidade SERS de uma determinada banda espetral

N paman — NUMero estimado de moléculas que contribuem para o sinal Raman
Ngprs — NUmero estimado de moléculas que contribuem para o sinal SERS

Z — Ndmero atomico

A — Comprimento de onda

p — Densidade

6 — Angulo de Bragg

6. — Angulo de contacto

Ys¢ — Tensao superficial da interface soélido-gas

Ysi — Tensao superficial da interface solido-liquido

Y1 — Tensao superficial da interface liquido-gas

XV



XVi



iINDICE DE MATERIAS

AGRADECIMENTOS . .. ettt teeasatr s s st s s s s msa s s s s sanaa s s s sanan s s sasnanamsasasarananansnrnsns vii
a1 1Y N iX
N 1) I o Y Xi
LISTA DE ABREVIATURAS, ACRONIMOS E SIGLAS...ceuuiiiteueeereneeernnaeeersneesennnesesnnaeseesnnes xiii
LISTA DE SIMBOLOS. .. .cceuiiieeieeeeeeu e eeat e e eeeaeeeeea e eeeeanaeeaannseeannaseeannsaeeasnserannneaeennneeennnnns XV
INDICE DE MATERIAS. ... ceittuietetnueteeineeeeeenneeranneeesnseeeennaeeersnsessnnnsesssnseesnnseeesnnseesnnnnees xVii
INDICE DE FIGURAS. ... tituuteeitteeeitueeeenneseeauaeesnneeerannseerannseannsseeennnssernneeernnnseeennnseeennn XXi
INDICE DE TABELAS.......cuuuuuueuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeteesaassanaannannaeaeaasseeeeeeeeernssssnnnnnnnnnnaseeasases XXVii
1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS....ceiiiiaicerarareaeeaeearasasaseansssnsasasasannansanasarasnsasenen 1
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA . ... iiiieeeiteee e e e ettiee e e e e et taaa e e s e e eaaane e e s e e eaa e e aeaaeeeeeeennnnaaes 3
e O =T o 3
2.1.1. ComposSIiGA0 qUIMICA dO PAPEL. ... .t e 4

2.1.2. Caracterizagdo de diferentes tipos de papel...........co.ooiiiiiiii 6

2.2, BIOSSENSO S, ...ttt et 7
2.2.1. BiOSSENSOIreS €M PAPEl. ... .o 8
2.2.1.1. Ensaios de fluxo lateral (LFAS)...... ... 9

2.2.1.2. Dispositivos de anélise de microfluidica em papel (WPADs) em formato 3D........ 10

2.2.2. Tecnologia Lab-0n-Paper. .......ccoiiiiiii i e 11

PR B (= 110) 1\ F=T g T ] (=T ox o To] (oo | = TAmu P 12
2.3.1. Nanoparticulas MetaliCas. ...........oiuiiii i 13

2.3.2. Nanoparticulas de ouro (AUNPS).......c.iii e 14

A S €[V o7 0 1T TP 15
24,0, DIADEIES. ..t 15

2.4.2. Estado da arte na deteG80 de gluCOSE. ......ouuiniiiiii i 17
2.4.2.1. Lab-on-Paper: deteG80 de gIUCOSE........coiiuiniiiie i 19

3. TECNICAS DE CARACTERIZAGAOD. .......ciiiiiiieuieeeeeeieeteeeeeeeesaeeeeeesaanaeeeeeeesnnnn e aeaaeeaeeens 21
3.1. Espetrofotometria de UV-Vis. ... 21
3.2. Microscopia Eletrénica de Varrimento € de TranSmiSSA0..........ouviiiiiieiiiiieiiiiiaaeenanns 22
3.2.1. Espetroscopia Dispersiva de RaIOS-X........ouiiiiiiiiiiiii i 23

3.3. DiffaG0 08 RAIOS-X. .. et 24
3.4. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier...............cooiiiiiiiiin. 25
3.5. Dispersao DINAMICA A LUZ.........coiieiiiiiii e et 26



3.6. ESPetroSCOPIA RAME@N. .. ..e et e 27

I R A o = [T =T o o TP 28

3. 7.1, TermOgraVvimEtria. .. ..o 29

3.7.2. Calorimetria Diferencial de Varrimento.............co.oiiiiii e 29

3.8. ANQUIO 0 CONACTO. .......v' et et et e e e e 29

4. MATERIAIS E METODOS.......cciiiiiiiieceeinneeeeeseeeeeeeeaaeaeeeaesesasasnnssnnnnssssnneeeeeeaaeaaeaeeeaeans 31
4.1. Sintese de AuNPs em solugdo por redugdo com a gluCoSe. ...........coeviiiuiiiiiiiiieaiannen, 31

4.2. Testes colorimétricos em solugdo para medicdo de diferentes concentracdes de

GIUCOS . ..ttt e 32
4.2.1. Espetrofotometria de UV-ViS. .. ... 32
4.2.2. Influéncia de alguns interferentes da glUCOSE............ouviiiiiiiiiiiii e 32
4.2.3. Reagente de BenediCh........ .o 33

4.3. Caracteriza¢do das AUNPs sintetizadas em SOIUGAO............oeiiiiiiiiiiiii e 34
4.4. Caracterizagao de diferentes tipos de substratos de papel...........c.ooooiiiiiiiiiiiinn. 34
4.5. Construgéo dos sensores de papel para detecdo de gluCcose........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiinnnns, 35
4.6. Sintese de AUNPs em papel por redugdo com a gluCOSE........cvevviriiiiiiiiiieiie e, 36
4.6.1. Espetrofotometria de UV-ViS. .. ... 37
4.6.2. ANALISE DIGItAl. .. . et 38
4.7. Caracteriza¢@o das AUNPs sintetizadas em papel..........coooiiiiiii 38
4.8. Fabricac@o do dispositivo final........ ... 38
4.8.1. ANANISE Digital. ... et 39

5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS..........coiiiiiiinnieeeereeieeeeennnneseeserennnnnns 41
5.1. Sintese de AuNPs em solugdo por redu¢@o coOm a glUCOSE.........vuveeiiiinii i, 41
5.1.1. Espetrofotometria de UV-ViS. ... ... 42
5.1.2. Influéncia de alguns interferentes da gluCOSE..........ccoiuiuiiiiiiii e, 45
5.1.3. Reagente de BenediCt. ... ...couiuiiiiiii i 46
5.2. Caracterizacdo das AUNPs sintetizadas em SOIUGAO...........cuveieiiiiiiiiiii e, 48
5.2.1. Microscopia Eletronica de TranSmiSS80..........vuiiiiiiiuiiii i 48
5.2.2. Dispersdo DINAmMICa da LUzZ...........oeiiiiii e 53
5.3. Caracterizacao de diferentes tipos de substratos de papel...........ccoooiiiiiiiiiii i, 54
5.3.1. Microscopia Eletronica de Varrimento...........c..oiiiiiiii e 54
5.3.1.1. Espetroscopia Dispersiva de Raios-X.........coiiiiiiiiiiiiiic e 56

5.3.2. DIffaG80 A RAIOS-X. . ... ittt e 58
5.3.3. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier.................c.ccoeveeenne. 60
5.3.4. ESPetroSCopia RAM@N. . .. ... e 61
5.3.5. ANgUIO de CONtACTO. ... .eeeieiei e 62
5.3.6. ANALISE TAIMICA. ... et 63



5.4. Construcdo dos sensores de papel para detegdo de glucose............cocevviiiiiiiiiiiiiinennnn, 64

5.4.1. ESCOING 00 SUDSIIALO. ...ttt 64

5.4.2. Formacao das barreiras de cera hidrofobicas............c.cooiiiiiiiii i 65

5.5. Sintese de AUNPs em papel por reducdo com a gluUCOSE.........ceeviriiiiiiiiiiiiiiieiieeeeen, 66
5.5.1. Espetrofotometria de UV-ViS......o.oiiiiiiiii e e 68

5.5.2. ANALISE DIgital... .. oot 69

5.6. Caracterizacdo das AuNPSs sintetizadas em papel..........ccoooiiiiiiiiiiii i 71
5.6.1. Microscopia Eletrénica de Varrimento............cocooiiiiiiiiiiii e, 71

5.6.2. Espetroscopia Dispersiva de RaI0S-X........c.ouiuiiiiiiiiiiii e 72

5.6.3. DIffaGa0 08 RAIOS-X. ...ttt e et 74

5.6.4. ESPetroSCOPIa RAMAN. ... ..ottt e e e e 75

5.7. Fabricag8o do dispOSitivo fiNal............ouiuiiiii e 78
B5.7.1. ANALISE Digital.. ... oo 79

5.7.2. ANALISE A€ CUSIOS. ... ettt e ettt 80

6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHOS FUTUROS........cooeeiittieeeeeeerenneeeseeeennns 81
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......cccuuieiiiiiitiieieeeeetetieesseesssssneseseessnneseeesrsssnneeseerens 85
N AN @ PR 93

| — Comparacéo entre a posi¢cédo do pico da banda SPR e o tempo de formagdo das AuNPs
em solucéo para diferentes concentractes de gluCOSe.........ccviiiniiiiiiiiierc e 93

Il — Diametros médios das AuNPs sintetizadas em solugdo para diferentes concentracfes
de glucose, obtidos POr DLS...... ... e e 94

Il — Andlise RGB para otimizagéo das concentracdes dos reagentes usados no processo de

sintese de AuNPs em papel, utilizando microplacas de 24 pogos em papel Whatman n°1........ 95

Xix



XX



iINDICE DE FIGURAS

Figura 2.1: Representacéo estrutural das fibras de celulose...............coooiiiiiii 5

Figura 2.2: Diferentes tipos de biossensores em papel existentes: (A) Tiras de teste (dipstick); (B)
LFAS; (C) LPADS €M fOrmato 3D .. .. .c.iiiiiiiii i e e e 9

Figura 2.3: Arquitetura de um ensaio de fluxo lateral................ooiiii i, 10

Figura 2.4: Exemplo de um dispositivo de microfluidica em papel em formato 3D para analise de

MUIIPIOS @NAIITOS . . ... e e e et e 11

Figura 2.5: Esquema da sequéncia de etapas envolvidas no fabrico de dispositivos Lab-on-

APOS AGregascan AAS MESIMAS . ... .tuu ettt ettt ettt ettt e et et e e et e et et ettt e e e e a et et e eenens 15
Figura 2.8: Férmula estrutural da gluCOSE..........ouiiii e 15
Figura 2.9: Estimativa da prevaléncia da diabetes em adultos nas regides da OMS...................... 16
Figura 2.10: Tecnologias existentes e em desenvolvimento para dete¢ao de glucose.................... 17

Figura 2.11: Testes de monitorizagdo ndo continua dos niveis de glucose: (A) colorimétricos (urine

dipstick); (B) eletroquimicos (medidor de glucose no sangue através de picada no dedo)............... 18

Figura 2.12: (A) Constituicdo e (B) modo de funcionamento de um dispositivo CGM para

MONItOrizagcao dOS NIVEIS A€ GIUCOSE. ... . .uiuieit e 18

Figura 2.13: Reacles enziméticas na base da determinagdo colorimétrica da concentracdo de

glucose em amostras biOlOGICAS. ... . ... 20

Figura 2.14: Reacgdo quimica de reducéo do ouro pela glucose, associada a sintese de AuNPs, para
determinacéo colorimétrica da concentracdo de glucose em amostras através de um processo nao

BN ZIMALICO . .. e 20

Figura 3.1: (A) Equipamento TECAN SPARK 10M, utilizado na caracterizacdo por espetrofotometria
de UV-Vis; (B) Representagdo esquematica do sistema 6tico associado ao modulo de absorvancia
011142 o o T PP 22

Figura 3.2: (A) Representacdo esquematica de um equipamento de SEM; (B) Equipamento Zeiss
AURIGA CrossBeam SEM-FIB, utilizado na caracterizagdo por SEM.............ooiiiiiiiiiiii i, 23

Figura 3.3: (A) Representacdo esquematica da difracdo do feixe incidente pelos planos
cristalograficos do material; (B) Equipamento X'Pert PRO MPD da PANalytical, utilizado na

CaraCteriZaga0 POI DR X ... e e e e 25

Figura 3.4: (A) Esquema representativo de um sistema ATR com multiplas reflexdes; (B)

Equipamento Nicolet 6700 da Thermo Electron Corporation, utilizado na caracterizagéo por FTIR....26

XXi



Figura 3.5: (A) Representacdo esquematica do fenébmeno de Dispersao Dinamica da Luz em duas
amostras hipotéticas formadas por particulas com diferentes tamanhos; (B) Equipamento AvidNano
W130i SABRe optics, utilizado na caracterizag@o por DLS........ ..o 26

Figura 3.6: (A) Diagrama de niveis de energia com indicacdo dos estados energéticos envolvidos nas
dispersbes de Rayleigh e de Raman; (B) Microscopio Raman da Renishaw Qontor, utilizado na
caracterizacao por espetroscopia Raman. ... ... 28

Figura 3.7: Equipamento STA 449 F3 Jupiter da NETZSCH, utilizado na analise térmica dos
substratos de papel Por TG € DSC.. ... 28

Figura 3.8: (A) Esquema representativo da relagdo entre o angulo de contacto e as tensdes
superficiais das diferentes interfaces do sistema; (B) Equipamento OCA 20 da DataPhysics, utilizado
na medicdo do angulo de contacto dos substratos de papel.........c.cooviiiiiiiiiiici 30

Figura 4.1: Esquema do procedimento experimental relativo ao processo de sintese de AuNPs em

SOIUGAO POr rEdUGAO COM @ GIUCOSE ... e ettt ettt et ettt ettt e e e e e e es 31

Figura 4.2: Esquema do procedimento experimental relativo ao estudo da influéncia dos interferentes
da glucose no processo de sintese de AUNPS €M SOIUGEOD. .........ovieiiiiiiiie i 33

Figura 4.3: Microplacas de papel com: (A) 24 pocos; (B) 96 pogos; (C) 384 pOGOS......c.cvvevvueennnne. 35

Figura 4.4; Material utilizado para a impresséao dos padrdes de cera: (A) impressora de cera soélida
Xerox ColorQube 8570; (B) tinteiros de cera sOlida XeroX.........ovuiiiiiiiiiiiii e 36

Figura 4.5: Placa térmica SCHOTT ROBAX, utilizada no processo de difusdo dos padrbes de cera no

Figura 4.6: Esquema do procedimento experimental relativo ao processo de sintese de AuNPs em

papel por reduGA0 COM @ GIUCOSE. .. ... uie ettt et e et e e e e e aenas 37

Figura 4.7: Representacdo esquematica das etapas de (A) impresséo, (B) difusdo da cera e (C)
encapsulamento. Efeitos de cada etapa no confinamento do liquido no papel ((D), (E) e (F),

FES PV AMENTE ) ... e 39

Figura 4.8: Esquema representativo do processo de (A) aquisicdo de imagens dos sensores
colorimétricos, utilizando uma camara de smartphone e (B) leitura e analise das imagens obtidas

através de algoritmos computacionais, para posterior quantificagdo dos resultados....................... 39

Figura 5.1: Diferencas colorimétricas observadas em solugfes contendo AuNPs sintetizadas por

reducdo com a glucose, utilizando diferentes concentra¢des do agente redutor............................ 42

Figura 5.2: (A) Espetros de absorvancia normalizados das diferentes solugfes de AuNPs e respetivo
deslocamento da banda SPR; (B) Alteracdes no pico da banda SPR, registadas em funcdo da

concentracao de glucose utilizada na sintese das AUNPS...........ciiiiiiiii 43

Figura 5.3: Tempo de formacdo das AuNPs em solucdo, em funcdo da concentracdo de glucose
011 = Vo - T g P BT ] (=TT P 44

Figura 5.4: Diferencas colorimétricas observadas em solu¢cdes de AuNPs sintetizadas por reducéo
com diferentes concentracdes de glucose e na presenca de outras moléculas redutoras, de forma a

estudar a SUA INFIUENCIA NA SINtESE. ... .ot e e as 45



Figura 5.5: (A) Espetros de absorvancia normalizados das diferentes solu¢cdes de AuNPs e respetivo
deslocamento da banda SPR; (B) Alteracdes no pico da banda SPR, registadas em funcdo da

concentracao de glucose utilizada na sintese das AUNPS...........ccciiiiiiiiii e, 46

Figura 5.6: Diferencas colorimétricas observadas em solucSes de glucose com diferentes

concentracdes, apos reagdo com o reagente de Benedict..............ocoiiiiiiiiiii 47

Figura 5.7: Espetros de absorvancia ndo normalizados das diferentes solu¢des de glucose apoés

reagao com o reagente de BenediCt. ... ... 47

Figura 5.8: Imagens de TEM da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma concentracdo de
OIUCOSE dE 1,25 MM e ettt et e 48

Figura 5.9: Espetro EDS da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma concentracdo de glucose

de 1,25 mM e identificagdo dos PICOS CaraCteristiCOS. .. ...vviuiririii e e 49

Figura 5.10: Imagens de TEM da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma concentragdo de
GIUCOSE A L0 MM ..o e e 50

Figura 5.11: Espetro EDS da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma concentracdo de

glucose de 10 mM e identificagdo dos picos caracteristicos...........ccooviiiiiiiiiiiiii 51

Figura 5.12: Imagens de TEM da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma concentracdo de
IUCOSE A 50 MM ..o e 51

Figura 5.13: Espetro EDS da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma concentracdo de

glucose de 50 mM e identificagdo dos picos caracteristiCcos............ooviviiiiiiiiii 52

Figura 5.14: Variagdo do didmetro médio das AuNPs em solu¢cdo, em funcdo da concentracdo de

glucose utilizada NO ProCessO de SINESE........cuiiiii i 53

Figura 5.15: Imagens de SEM do papel Whatman n°1l com uma ampliagdo de (A) 250x e (B)

Figura 5.18: Andlise EDS dos substratos de papel utilizados: (A) Espetros cumulativos e identificacdo
dos elementos quimicos comuns a todos os tipos de papel; (B) Ampliacdo do espetro referente ao

papel de fotocdpia e identificacdo dos elementos quimicos presentes apenas neste tipo de

XXiii



Figura 5.21: Imagem de SEM e mapas de distribuicdo dos elementos detetados no papel de

{0 (o o7 o - T 58

Figura 5.22: Difratogramas dos substratos de papel analisados e identificacdo das estruturas

CHSTAliNAS NEIES PrESENIES . ... et e e e 59

Figura 5.23: Analise quimica dos substratos de papel considerados: (A) Espetros de FTIR-ATR e
identificacdo das ligagcdes quimicas correspondentes aos picos caracteristicos; (B) Estrutura quimica

A CBIUIOS . ..ot e, 60

Figura 5.24: Espetros Raman dos substratos de papel analisados e identificagdo dos constituintes do

papel associados as bandas caracteristiCas...........co.viiiiiiii i 61

Figura 5.25: Angulos de contacto referentes aos substratos de papel considerados: (A) Papel

Whatman n°l1, (B) Papel de fotocépia e (C) Papel mata-borrdo...........ccoooeiiiiiiiiiiiiiceee, 62

Figura 5.26: Andlise térmica dos substratos de papel: (A) Papel Whatman n°1, (B) Papel de fotocopia

€ (C) Papel Mata-bDorra0. .. ... e e 63

Figura 5.27: Imagens de SEM de: (A) Cera impressa em papel Whatman; (B) Cera difundida em
= 01T BNV o - 0T o T 65

Figura 5.28: Angulo de contacto formado entre uma gota de 4gua e o papel Whatman com a cera
o110 o o = T PP 66

Figura 5.29: Sintese de AuNPs em papel por reducdo com a glucose, efetuada em microplacas de 96

pocos, utilizando papel Whatman e papel de fotocopia..........oueieieieiiiii e 66

Figura 5.30: Sintese de AuNPs em papel por redugdo com a glucose, efetuada numa microplaca de

384 pocos em papel Whatman. ... ... e 67

Figura 5.31: Sintese de AuNPs em papel por redugdo com a glucose, efetuada numa microplaca de

24 pogos em papel Whatman. ... ..o 68

Figura 5.32: Espetros de absorvancia correspondentes aos diferentes po¢os da microplaca de papel
W hatman A€ 068 POGOS. ..ttt ettt ettt et 69

Figura 5.33: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de
papel. Os resultados apresentados correspondem a uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M com

quatro concentracdes diferentes de NaOH....... ..o 70

Figura 5.34: Retas de calibragdo do sensor de papel considerado: (A) reta sensivel as baixas

concentracdes de glucose e (B) reta sensivel as concentragdes hiperglicémicas........................... 71

Figura 5.35: Imagens de SEM das AuNPs sintetizadas em papel Whatman por reducdo com a
glucose: (A) ampliacdo de 20 000x; (B) e (C) ampliagdo de 50 000X........couvuiiiieieiiiiiiiiiaiaieenes 72

Figura 5.36: Imagem de SEM e mapas de distribuicdo dos elementos detetados no papel Whatman

COM @S AUNPS fOrMaAdaS. . ... e e e et e aas 73

Figura 5.37: Espetro cumulativo referente a analise EDS do papel Whatman contendo as AuNPs

S B ZA0AS. . e s 73



Figura 5.38: Comparacdo entre os difratogramas do papel Whatman com e sem as AuNPs

{0750 012 T = 1= 74

Figura 5.39: Espetros Raman dos diferentes reagentes utilizados no processo de sintese das

Figura 5.40: Comparagdo entre os espetros Raman do papel Whatman com e sem as AuNPs

(0] 12 =To F= 1= 76

Figura 5.41: (A) Espetros Raman relativos a R6G no vidro utilizado como referéncia e a R6G no
papel com as AuNPs; (B) Mapa de distribuicdo de moléculas de R6G em toda a area do pog¢o no

substrato de papel COm as AUNPS. ... 77

Figura 5.42: Protétipo do sensor colorimétrico ndo enzimatico em papel desenvolvido: (A)

Identificacé@o das diferentes camadas que o constituem; (B) Sensor final e suas respetivas dimensdes

Figura 5.43: (A) llustracdo dos resultados obtidos com o sensor de glucose encapsulado, utilizando
uma concentragcdo hipoglicémica e outra hiperglicémica; (B) Comparagéo entre a analise RGB dos
resultados digitalizados com um digitalizador comercial e dos obtidos através de uma camara de

£ =111 0] T 1= PP 79

Figura 0.1: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M e a uma concentracdo de NaOH

Figura 0.2: Andlise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M e a uma concentracdo de NaOH

Figura 0.3: Andlise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M e a uma concentracdo de NaOH

Figura 0.4: Andlise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCl, de 0,02 M e a uma concentracdo de NaOH

Figura 0.5: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCl, de 0,02 M e a uma concentracdo de NaOH

Figura 0.6: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentragcdo de HAuCl, de 0,02 M e a uma concentracdo de NaOH

Figura 0.7: Andlise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca de

papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M e a uma concentracdo de NaOH



XXVi



iINDICE DE TABELAS

Tabela 2.1: Principais constituintes da parede celular das células vegetais da madeira. Adaptado de

COITEIA 2 e 4

Tabela 2.2: Propriedades macroscépicas de diferentes tipos de papel. Adaptado de Costa mo 6

Tabela 2.3: Comparacao de diferentes dispositivos CGM comercializados atualmente. Adaptado de

Wang e Lee e et e e e e e e e e e e e e e aee e e, 19

Tabela 5.1: Custos de producéo do sensor de papel desenvolvido para a detegao de glucose......... 80

Tabela 0.1: Comparacéo entre a posi¢cao do pico da banda SPR e o tempo de formacéo das AuNPs

em solucéo para as diferentes concentragdes de glucose testadas..............coooviiiiiii 93

Tabela 0.2: Valores médios e desvios-padrao do diametro das AuNPs formadas em solucdo, para as

diferentes concentragdes de glucose testadas.........oveveiniiiiii i 94

XXVii



XXviii



Capitulo 1 — Enquadramento e Objetivos

Capitulo 1

1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

O papel constitui indiscutivelmente um excelente meio de transporte para liquidos,
tendo por isso mesmo comecado a ser utilizado desde ha muitas décadas como suporte para a
movimentacao de fluidos, possibilitando assim a separacdo e posterior analise dos seus
constituintes. Para além disso, permite também efetuar filtragens em contexto laboratorial,
propriedade que alids tornou possivel a sua otimizagdo no que diz respeito a porosidade e
pureza celulésica.

Ao longo dos ultimos anos, o papel tem vindo a ganhar um destaque cada vez maior
enquanto material de suporte para a realizacéo de testes de natureza quimica e bioldgica. Este
material apresenta de facto uma série de vantagens, nomeadamente a sua biocompatibilidade,
facil manuseamento, biodegradabilidade, facilidade de eliminagdo por incineracdo evitando
contaminag®es, e por ultimo, mas ndo menos importante, o seu baixo custo.

E de conhecimento geral que um dos aspetos mais preponderantes na prevencio e
tratamento de doencas é a facilidade de acesso a meios de diagndstico simples, fiaveis e
eficazes, que permitam detetar essas doengas o mais cedo possivel. No entanto, e embora
estes meios de diagnéstico se encontrem normalmente disponiveis nos paises mais
desenvolvidos, é sobretudo nos paises em desenvolvimento que a sua caréncia € maior. Como
tal, a utilizacdo do papel, essencialmente em testes point-of-care (POC), tem vindo a registar
um crescimento consideravel, constituindo atualmente um método alternativo de diagndstico e
de detecdo, tanto de substdncias bioquimicas (ex: glucose ou &cido Urico) como de
microrganismos patogénicos para o ser humano (ex: bactérias), proporcionando assim
métodos de rastreio em regides com dificuldades de acesso a infraestruturas médicas e
hospitalares.

A diabetes é uma das doengas com maior prevaléncia em todo o Mundo, afetando
atualmente mais de 400 milhGes de pessoas. Para além disso, estima-se que todos 0s anos
falecam muitos milhares ou mesmo milhdes de pessoas vitimas desta doenca, quer de forma
direta ou indireta, sobretudo nos paises menos desenvolvidos. A diabetes € uma doenca
crénica que pode ocorrer em duas situagbes distintas: quando o pancreas apresenta uma
deficiéncia na producdo de insulina (diabetes tipo I) ou quando o organismo ndo consegue
utilizar de forma eficaz a insulina produzida (diabetes tipo Il), sendo a segunda raz&o a
responsavel pela maior parte dos casos registados da doenca.

A insulina € uma hormona que regula a concentracdo de glucose (agucar) no sangue.
Uma concentragdo demasiado baixa de glucose no sangue é designada por hipoglicemia, ao
passo que uma concentragcdo acima do normal se denomina hiperglicemia, esta ultima
motivada por uma fase de descontrolo da doenca que pode acarretar efeitos bastante graves

para a salde dos individuos.
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O diagndstico da diabetes é efetuado através de analises que determinam a
concentracdo de glucose no sangue. Para além disso, nos pacientes com a doenca os niveis
de glucose tém que ser monitorizados regularmente.

E entdo neste sentido que surge a tecnologia Lab-on-Paper, cujo objetivo consiste
essencialmente em aproveitar e potencializar as propriedades e as vantagens oferecidas pelo
papel, aplicando-as no desenvolvimento de dispositivos que utilizem este material como
substrato e que permitam determinar colorimetricamente a concentracdo de glucose em
amostras, fornecendo testes POC que permitam efetuar um diagnostico simples, rapido e
econdmico, em alternativa aos suportes convencionais habitualmente utilizados na realizacéo
deste tipo de testes bioquimicos, os quais sdo formados a partir de plasticos, material
prejudicial para o ambiente devido a grande lentiddo do seu processo de degradacéo e a sua
consequente permanéncia na natureza por muitos anos.

Os dispositivos existentes atualmente funcionam apenas com base em reagles
enzimaticas, cuja utilizag@o ira inevitavelmente encarecer o sistema. Para além disso, a
sensibilidade dessas enzimas a fatores ambientais como a temperatura ou o pH pode provocar
a sua desnaturacao, afetando assim o prazo de validade e consequentemente o funcionamento
do biossensor. O que se pretende com este projeto € utilizar a tecnologia Lab-on-Paper na
otimizacdo desses dispositivos, através da construcdo de um protétipo de um biossensor
colorimétrico ndo enzimético para determinacéo do nivel de glucose, com a mesma facilidade

de utilizagdo mas apresentando um custo inferior e uma maior estabilidade.

O trabalho que se pretende realizar assenta portanto na seguinte sequéncia de
objetivos:

1. Sintese e caracterizagcdo de nanoparticulas de ouro a serem utilizadas no processo
de detecao colorimétrica de glucose, em alternativa aos suportes enzimaticos existentes;

2. Analise e caracterizagdo de diferentes tipos de papel, do ponto de vista estrutural,
guimico e morfoldgico, com o recurso a varias técnicas de caracterizacdo que serao
apresentadas em capitulos posteriores desta dissertacao;

3. Utilizacdo da tecnologia Lab-on-Paper na producdo de sensores em papel para
posterior aplicacdo nos referidos testes para determinacéo do nivel de glucose: escolha do
suporte de papel, desenho do sensor e otimizacdo das dimensdes do mesmo para uma correta
visualizacdo da resposta colorimétrica pretendida;

4. Calibracdo dos sensores fabricados utilizando solugbes aquosas com diferentes
concentracdes de glucose e comparacao de diferentes métodos de aquisicdo dos resultados
colorimétricos para posterior analise digital.

Este trabalho encontra-se na fronteira entre a Engenharia de Materiais, a Engenharia
de Micro e Nanotecnologias e a Engenharia Biomédica, sendo um tema bastante atual a nivel
internacional. Para além disso, possui uma aplicagdo pratica muito grande ndo s6 a nivel
laboratorial mas também em termos dos resultados que se esperam alcancar, sendo por isso
expectavel que 0 mesmo possa vir a constituir um importante contributo para o
desenvolvimento da Engenharia Biomédica, nomeadamente ao nivel da é&rea da

instrumentacdo biomédica em associagdo com a Medicina.
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Capitulo 2

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

Neste capitulo sdo apresentados os fundamentos tedricos necessdarios para a
compreenséao do trabalho desenvolvido: utilizacdo da tecnologia Lab-on-Paper na producéo de
um biossensor colorimétrico ndo enzimatico para a detegéo de glucose.

Em primeiro lugar, é feita uma abordagem a teméatica dos biossensores, com destaque
para os biossensores em papel, fazendo-se referéncia a questées como a composi¢do quimica
do papel, bem como as propriedades que fazem deste um material de elevado interesse para o
presente trabalho. E ainda efetuada uma comparacdo entre diferentes tipos de papel no que
diz respeito as propriedades macroscopicas dos mesmos, assim como uma descricdo da
tecnologia associada a construcao dos sensores em papel. Posteriormente é explorada a area
da Bionanotecnologia, mais concretamente as nanoparticulas de ouro que seréo utilizadas na
detecdo colorimétrica de glucose. Para terminar, € apresentada a molécula de glucose e a
patologia (crénica) a ela associada — a diabetes — , bem como uma sintese do estado da arte
no que diz respeito aos tipos de biossensores existentes para detecédo de glucose e ao tipo de

matriz (sangue, urina ou saliva) por eles utilizada.

2.1. Papel

O papel é um material de origem vegetal, fino, leve e flexivel, obtido a partir de uma

U A invencdo do

pasta aquosa de celulose, posteriormente seca e tratada quimicamente :
processo de fabrico do papel é atribuida a Ts’ai Lun, ministro da agricultura do imperador Ho
Ti's da China, que ha cerca de dois mil anos atras (105 d.C.) produziu com sucesso papel a
partir de cascas, pedacos de bambu, redes de pesca e algoddo, e mais tarde utilizando fibras
vegetais. No entanto, o inicio da histéria do papel remonta a 2200 a.C. com a invencéo do
papiro pelos Egipcios, o qual era fabricado a partir de finas tiras da parte interna do caule da
planta de papiro (Cyperus papyrus). O papiro era utilizado como meio de escrita na
Antiguidade, sobretudo no Antigo Egipto, no Médio Oriente e na civilizagdo greco-romana,
sendo considerado o precursor do papel 2.3

O papel é constituido por uma rede de fibras de celulose naturais, com um diametro
médio de 20 um, unidas fisicamente por entrelagamento das mesmas e quimicamente por
pontes de hidrogénio, formando uma estrutura tridimensional . Quimicamente, as fibras
celulésicas séo hidrofilicas, o que faz com que em contacto com solu¢gbes aquosas estas se
espalhem na superficie e penetrem nos poros da estrutura fibrosa do papel. Uma maior
resisténcia e carater hidrofébico sdo conseguidos através da introducdo de aditivos quimicos

agquando do processo de producéo do papel Bl
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Relativamente a sua utilizacdo, o papel € normalmente associado a escrita, desenho,
impressdo, embalagens e utilitarios (lencos de papel, papel higiénico, etc.), existindo no
entanto outras aplicacBes deste material, como saquetas de cha, papel cirlrgico, dispositivos
médicos e isolamento elétrico. E também comummente utilizado como suporte de filtracdo e
cromatografia em laboratérios bioquimicos, e até mesmo na construcdo de componentes

eletronicos (ex: condensadores, transistores, etc.) .

2.1.1. Composicao quimica do papel

A composigdo quimica do papel depende ndo s6 da fonte de celulose que da origem as
fibras que constituem a sua rede, mas também do tratamento quimico ao qual a madeira foi
submetida para produzir a pasta de papel.

As paredes das células vegetais sdo formadas maioritariamente por celulose,
hemicelulose e lenhina, contendo ainda uma pequena porcdo de extratos organicos e
inorganicos .

A Tabela 2.1 apresenta as percentagens dos principais constituintes da parede celular

das células vegetais da madeira 2.

Tabela 2.1: Principais constituintes da parede celular das

células vegetais da madeira. Adaptado de Correia 2,

Constituintes Quantidade (%)
Celulose ~50
Hemicelulose ~ 20
Lenhina ~15a25
Outros constituintes <10

Tal como se pode constatar, a celulose é o0 elemento mais abundante na composicao
do papel, pelo que as propriedades fisicas e mecénicas da folha de papel se devem as fibras
celulésicas. A celulose de origem natural € um polissacarideo linear homogéneo, organizado
em microfibrilas e formado por monémeros de glucose (B-1,4-D-glucopiranose) ligados
linearmente e covalentemente por ligagdes B-1,4-glicosidicas (Figura 2.1). A celulose existente
na pasta de papel tem normalmente cadeias compostas por 300 a 1700 unidades de glucose.
Este biopolimero encontra-se presente na parede celular vegetal, assumindo funcdes
estruturais importantes. Devido ao seu elevado grau de polimerizagdo e cristalinidade, a
celulose é responsavel pela resisténcia das fibras. Quimicamente sédo as ligacdes por pontes
de hidrogénio entre os grupos hidroxilo dos mondmeros de glucose que proporcionam a
interacdo entre as fibras celulésicas que constituem o papel, concedendo a resisténcia

necessaria para a sua formagso %8,
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Figura 2.1: Representacéo estrutural das fibras de celulose ..

Os restantes componentes principais do papel sdo: a hemicelulose (heteropolimero
formado por pentoses e hexoses que, ao contrario da celulose, possui uma estrutura amorfa
com ligagBes fracas entre os seus monémeros e um baixo grau de polimerizacdo, sendo
responsavel pela resisténcia a tragdo do papel) e a lenhina (polimero aromatico hidrofobico
com uma estrutura extremamente complexa). A lenhina é normalmente removida no processo
de fabrico do papel devido ao facto de ser fotossensivel conferindo ao papel fragilidade e uma
cor amarelada (ex: papel de jornal). .

Para além dos processos quimicos que tornam possivel a remocdo da lenhina e de
outros compostos das fibras de celulose que vao formar o papel, existem também tratamentos
que permitem alterar propriedades do papel, como o brilho ou o branqueamento. Todos estes
processos interferem na composi¢cdo quimica do papel, justificando assim a presenca de
resinas, minerais e outras substancias na rede de papel Bl

Para além da madeira, existem também outras plantas das quais podem ser extraidas
fibras de celulose, como por exemplo o bagaco da cana-de-agUcar, o bambu, a juta, o
canhamo, o linho e o algoddo. Todavia, quando comparadas com a celulose proveniente das
arvores, estas fontes alternativas de celulose representam uma percentagem muito pequena
do volume total de fibras usadas na producéo de papel devido ao facto de possuirem um custo

mais elevado %17,
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2.1.2. Caracterizacao de diferentes tipos de papel

O papel de cromatografia Whatman n°1 apresenta um nimero consideravel de registos

| 11381 Contudo, as diferentes

em aplicacbes de microfluidica e biossensores em pape
propriedades por ele apresentadas face a outros tipos de papel, sobretudo no que diz respeito
a afinidade para os liquidos, fizeram com que mais recentemente tenham vindo a ser
desenvolvidos estudos com outros tipos de papéis, como é o exemplo do papel de fotocopia.
No presente trabalho, utilizaram-se trés tipos de papel (papel de cromatografia
Whatman n°1, papel de fotocépia e papel mata-borrao), encontrando-se por isso sintetizadas

na Tabela 2.2 algumas das propriedades macroscoépicas de cada um deles.

Tabela 2.2: Propriedades macroscépicas de diferentes tipos de papel. Adaptado de Costa ™.

Gramagem Espessura Densidade Porosidade ,\5959
Pape (@/m?) (kg/m?) %) .
m m m 0
g (pm) g (um)
Whatman n°1 87 180 483,3 68,6 11
Fotocopia 80 104 769,2 50,0 -
Mata-borréo 279 488 571,7 62,9 -

A gramagem (massa de papel seco por metro quadrado) e a espessura sdo as duas
propriedades macroscoépicas basicas tipicamente utilizadas na caracterizagdo deste tipo de
material. Para além disso, a razdo entre a gramagem e a espessura do papel permite-nos obter
o valor da sua densidade.

No que diz respeito & porosidade do papel, esta encontra-se também relacionada com
as propriedades mencionadas anteriormente, uma vez que resulta dos espacgos entre as fibras,
dos lumens (canais centrais) das fibras que ndo colapsaram no processo de fabrico do papel e
da porosidade intrinseca das paredes das fibras. Assim sendo, quanto maior for a densidade
de um determinado papel menos espacos existem entre as suas fibras e consequentemente
menor é a sua porosidade. E entdo possivel fazer uma estimativa do volume total de poros
relacionando a densidade das fibras de celulose (pfiprq = 1540 kg/m® com a densidade do

papel, através da seguinte equacao [,

Porosidade (%) = (1 - M) x 100 Eq.21

pfibra

Por outro lado, a densidade e a espessura do papel afetam as suas propriedades
Oticas como a opacidade e o brilho, que se revelam fundamentais na revelagdo de ensaios

colorimétricos realizados em papel.



Capitulo 2 — Fundamentagéo Tedrica

Comparando os trés tipos de papel utilizados, é possivel concluir que o papel mata-
borrdo é aquele que apresenta maior espessura embora ndo seja 0 mais denso. Em
contrapartida, o papel de fotocopia € o mais denso dos trés, sendo consequentemente 0 menos
poroso. Ja o papel Whatman possui uma espessura intermédia, sendo para além disso aquele
que de entre todos apresenta uma menor densidade e consequentemente uma maior
porosidade.

Relativamente a afinidade dos diferentes tipos de papel para materiais liquidos, um
estudo efetuado por Jacob (2013) 14 concluiu que o papel Whatman tem um comportamento
hidrofilico pois apresenta baixos &angulos de contacto, o que se traduz numa elevada
capacidade de absorcdo. Pelo contrario, o papel de fotocépia possui elevados angulos de
contacto, sendo como tal hidrofébico.

As diferencas verificadas entre os diferentes tipos de papel devem-se ao facto de
durante o seu processo de fabrico serem utilizados diferentes aditivos consoante a finalidade
do papel. Por exemplo, o papel de fotocépia tem na sua composi¢éo aditivos como o CaCOs;
(carbonato de célcio), enquanto o papel Whatman é constituido quase exclusivamente por

fibras de celulose *°.

2.2. Biossensores

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), um biossensor
€ "um dispositivo integrado capaz de fornecer informagdo quantitativa ou semi-quantitativa
especifica, utilizando um elemento de reconhecimento biolégico (recetor bioquimico), que é
mantido em contacto direto com um elemento de transducgéo” e,

Um biossensor é portanto um dispositivo analitico que combina uma componente
biologica (biorecetor) com um sistema de transformacdo de atividade num sinal mensuravel
(transdutor fisico-quimico), para detecdo de um analito que pode ser biolégico, como por

17201 " Os biossensores

exemplo virus, bactérias, fungos ou até mesmo células cancerigenas
podem ser classificados com base no tipo de biorecetor (interacdes anticorpo/antigénio, acidos
nucleicos, enzimas e células) ou transdutor (éticos, eletroquimicos, magnéticos, piezoelétricos
e sensiveis as variacdes térmicas) %2,

Sao utilizados essencialmente para controlo nas areas clinica e ambiental, tendo como
principal objetivo o desenvolvimento de testes de diagndstico rpido, point-of-care, com
aplicacBes em areas como a agricultura, saide animal, ciéncias forenses, seguranca alimentar
e diagnéstico médico .

Embora os testes POC sejam bastante comuns nos paises desenvolvidos (ex: teste
rapido de gravidez), a sua utilizac@o é ainda mais fundamental nas regides subdesenvolvidas,
onde é evidente a escassez de acesso a infraestruturas médicas e hospitalares ** . Os
biossensores surgem entdo como uma alternativa portatil, mais econémica, de facil

manuseamento e com algumas caracteristicas do diagnostico molecular.
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2.2.1. Biossensores em papel

O papel constitui um 6timo suporte para a realizacado de testes colorimétricos, néo sé
porque fornece um contraste forte devido a sua opacidade e cor branca, mas também por ser
inflamavel, o que facilita a eliminacao dos testes por incineracao M,

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estabeleceu uma série de sete diretrizes para
o desenvolvimento de testes de diagnostico para utilizagdo em regides economicamente
desfavorecidas. O conjunto dessas normas corresponde ao acrénimo ASSURED (Affordable,
Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid and robust, Equipment-free and Delivered to those in
need), o que significa que os testes devem ser: i) economicamente acessiveis, ii) sensiveis, iii)
especificos, iv) de facil utilizacdo, v) rapidos e robustos, vi) independentes da utilizacdo de
equipamentos, e vii) acessiveis a quem deles necessita %

A forte aproximacdo as caracteristicas suprarreferidas faz com que a utilizacdo do
papel no desenvolvimento de sistemas analiticos adequados para aplicacdo em diagndsticos
POC, seja cada vez mais uma aposta, nomeadamente através da combinacéo de plataformas
baseadas em papel de baixo custo com a analise digital de imagens para identificacdo de
analitos relevantes *°!. Este conceito faz uso de correlacdes colorimétricas quantitativas atraves
de camaras de telemdvel ou outros sistemas de captacdo de imagens para digitalizar
[27, 28]

resultados, permitindo assim a medi¢éo da intensidade da cor

Os hiossensores em papel podem ser divididos em trés categorias:

- Tiras de teste (dipstick) (Figura 2.2A), baseadas na imersdo na amostra de uma tira

de papel com reagentes pré-depositados (ex: teste de analise de urina) [291.

- Ensaios de fluxo lateral (LFAs — Lateral Flow Assays) (Figura 2.2B), em que os
reagentes estdo também armazenados, contudo a amostra depositada move-se facilmente por
intermédio de forcas de capilaridade do material através de um fluxo lateral num percurso
predefinido na membrana porosa, permitindo o contacto de uma mesma amostra com varios

reagentes em instantes diferentes % %,

- Dispositivos de andlise de microfluidica em papel (WPADs — Microfluidic Paper-based
Analysis Devices) (Figura 2.2C), que combinam as vantagens do papel com as da
microfluidica, necessitando de um volume de amostra relativamente mais baixo em
comparacao com os dispositivos anteriores para obter analises multiplas e semi-quantitativas.
Os uPADs podem ser também construidos em formato 3D e utilizam normalmente um tipo de
detecdo colorimétrica devido ao facto dos resultados poderem ser observados a olho nu sem
uso de equipamentos adicionais ou com 0 auxilio de um telemével ou de um digitalizador

portatil para uma avaliagio mais precisa >34,
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Biossensores
em papel
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Figura 2.2: Diferentes tipos de biossensores em papel existentes: (A) Tiras
de teste (dipstick); (B) LFAs; (C) uPADs em formato 3D.
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2.2.1.1. Ensaios de fluxo lateral (LFAS)

A tecnologia associada aos ensaios de fluxo lateral foi descrita pela primeira vez na
década de 1960, embora a sua primeira aplicagdo comercial tenha sido lancada apenas em
1988 pela Unipath Clearview, consistindo num teste de gravidez caseiro *® %,

Estes testes sdo normalmente utilizados para diagnoésticos médicos ou em contexto
laboratorial, apresentando uma vasta gama de aplicacdes das quais se podem destacar, para
além do tipico teste de gravidez caseiro, os testes de HIV, malaria, gripe aviaria, doencas

[36, 37]

respiratérias, drogas de abuso, fertilidade, entre outros . Os testes clinicos podem ser

efetuados com amostras de sangue, urina, saliva ou fezes fs8),

Os LFAs baseados nos principios da imunocromatografia sdo dispositivos simples que
tém como objetivo detetar a presenc¢a ou auséncia de um determinado analito-alvo na amostra.
Sao constituidos por uma sequéncia de segmentos que incluem a zona de deposicao da
amostra, a zona de conjugacdo (onde é colocado outro analito que se ligara a amostra), a
membrana de reacédo (local onde ocorre a dete¢cdo) e a zona de absorcdo (que atua como um
recipiente de residuos) (Figura 2.3) [3s),

Embora seja possivel fazer diversas variagcdes destes testes, todos eles tém em
comum a formacéo de um complexo entre um reagente detetor ligado a particulas coloridas
(que migram na corrente da amostra) e um reagente de captura especifico que se encontra
ligado & membrana na posicdo da linha de teste. S&o projetadas pelo menos duas linhas: a

linha de teste na qual o reconhecimento entre um alvo e a amostra originara um resultado
9
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positivo (ou negativo caso ndo ocorra reconhecimento), e a linha de controlo cuja resposta
positiva confirma a validade do dispositivo. E também viavel medir a intensidade da linha de

teste de forma a determinar a quantidade de analito presente na amostra ™% %9,

wad J ha de tests Linha de

Anakt AuNF ant 00) it ant "

- P P 7

nha de tests Linha de controk

(positivo) (teste vahdo)

Figura 2.3: Arquitetura de um ensaio de fluxo lateral. Adaptado de *°.

Para além de ndo requererem preparagao prévia das amostras ou reagentes utilizados,
os ensaios de fluxo lateral demoram poucos minutos a revelar os resultados, existindo
geralmente uma correlagéo entre tempo e sensibilidade — testes mais sensiveis podem precisar
de mais tempo para a revelagéo .

As principais desvantagens dos LFAs sdo fundamentalmente a baixa sensibilidade dos
testes, o consumo de amostra relativamente elevado, a flexibilidade limitada no desenho do

ensaio e a necessidade de uma linha de controlo para cada parametro %,

2.2.1.2. Dispositivos de andlise de microfluidica em papel (uWPADS)

em formato 3D

Face aos inconvenientes mencionados anteriormente no que diz respeito aos LFAs,
Whitesides et al. apresentaram pela primeira vez, em 2008, o formato 3D para uPADs M Estes
consistem na sobreposicdo de camadas de papel padronizadas que permitem o fluxo
intercamadas, para além do fluxo lateral. A possibilidade do fluxo intercamadas (ou fluxo
vertical) acrescenta liberdade a formacéo de percursos, a qual pode ser aproveitada para a
construcédo de uma rede de canais mais complexa.

Assim sendo, o formato 3D apresenta um conjunto de vantagens em relacdo aos
dispositivos de fluxo lateral, nomeadamente: i) a capacidade de obter um maior nimero de
ensaios numa &rea menor; ii) uma distribuicAo de amostra mais rapida (o fluxo vertical é
consideravelmente mais rapido que o lateral tendo em conta a espessura do papel); iii) a
possibilidade de efetuar multiplos ensaios em paralelo utilizando um baixo volume de amostra;
iv) cada camada do dispositivo pode ser de um tipo de papel indicado para uma funcéo

especifica *".

10



Capitulo 2 — Fundamentacéo Teorica

Os dispositivos de andlise de microfluidica em papel em formato 3D podem ser
construidos de varias formas: com o recurso a camadas de adesivo que permitam o contacto
das camadas de papel em pontos especificos, através da técnica origami que permite a
sobreposicdo de zonas padronizadas através de dobragens sucessivas de uma Unica folha de
papel, ou ainda com o recurso a adesivo de spray que é depositado nas camadas de papel
com o propésito de as unir “*¥, Relativamente ao método de fabrico das regides hidrofébicas
nas camadas de papel, este ndo é relevante para a construcédo dos dispositivos 3D desde que
permita a sua sobreposic¢ao.

O formato 3D para pPADs ja foi aplicado a biossensores com o objetivo de detetar
analitos como glucose e algumas proteinas como por exemplo alanina transaminase (ALT —
Alanine Transaminase), aspartato transaminase (AST — Aspartate Transaminase), fosfatase
alcalina (ALP — Alkaline Phosphatase) e albumina de soro bovino (BSA — Bovine Serum
Albumin) (Figura 2.4) 4042 44481

Parte superior Parte superior
do dispositivo do dispositivo

\t < i
O Sangue o

LA L 3> WHTONS

Sangue filtrado

Parte inferior Parte inferior verticalmente
: J— através do papel
| & 1‘) " ; 1’)
; o Reacdo .
|
_’
PROTEN PROTEMN

Figura 2.4: Exemplo de um dispositivo de microfluidica em papel em formato 3D para
analise de multiplos analitos em amostras de sangue. Adaptado de Vella et al. [a4],

2.2.2. Tecnologia Lab-on-Paper

A tecnologia Lab-on-Paper explora as propriedades/vantagens oferecidas pelo papel,
para aplicacdo do mesmo no desenvolvimento de dispositivos de diagnéstico que permitam
assegurar simultaneamente uma féacil utilizacdo e obtencéo de resultados e uma reducéo da
guantidade de reagentes e amostras bioldgicas consumidos.

Nestes dispositivos, a contaminacdo entre amostras contiguas é evitada através da
criacdo de barreiras hidrofobicas que delimitam as zonas hidrofilicas, onde a reacédo ocorre.
Para tal, € normalmente utilizada a técnica de impressao a cera, descrita pela primeira vez em
2009 por Carrilho, Martinez & Whitesides “® *”! e que compreende cinco etapas fundamentais
(Figura 2.5): i) desenho dos padrdes de cera hidrofébicos em software informatico; ii)
impressdo a cera dos padrfes desenhados; iii) difusdo dos padrbes de cera por toda a
espessura do papel, por aquecimento do mesmo; iv) deposicdo e secagem dos reagentes
necessarios as reacbes colorimétricas especificas; v) impressdo e montagem do
encapsulamento.

11
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Relativamente aos resultados colorimétricos obtidos, estes podem ser analisados

visualmente ou digitalmente (através de software informéatico).

(_’»\\S? Padrdo

-~ de cera

Impresséao de
padrbes

Folha de
papel

hidrofébicas

4 )
Q Barreiras de cera

Deposicao de
reagentes

Encapsulamento (frente)

Encapsulamento

. L. Folha de
do dispositivo

papel

Encapsulamento
(verso)

—_—

Encapsulamento impresso na
Dispositivo Lab- superficie do papel

on-Paper

Figura 2.5: Esquema da sequéncia de etapas envolvidas no fabrico
de dispositivos Lab-on-Paper. Adaptado de Costa et al. .

2.3. (Bio)Nanotecnologia

A Nanotecnologia € “a engenharia das coisas extremamente pequenas”, que estuda a
concecado, desenvolvimento e manipulacdo de materiais ou componentes a uma escala
nanométrica. Baseia-se na possibilidade de miniaturizacdo de estruturas e dispositivos,
podendo ser aplicada de forma altamente promissora nas mais diversas areas (ex: medicina,
eletronica, fisica, quimica, biologia ou engenharia de materiais) “®.

Os materiais utilizados na area da Nanotecnologia denominam-se nanomateriais e
possuem dimensdes tipicamente entre 1 — 100 nm (ex: nanoparticulas metalicas),
apresentando normalmente propriedades distintas daquelas que o mesmo material apresenta a
escala macroscoépica %,

A Bionanotecnologia baseia-se na combinacdo entre os nanomateriais e as
biomoléculas (ex: proteinas, lipidos, anticorpos, etc.), estabelecendo assim uma ligacao entre a
Nanotecnologia e a Biotecnologia.

12
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2.3.1. Nanoparticulas metélicas

Nanoparticulas séo estruturas intermédias entre os materiais e as estruturas atémicas
ou moleculares, cujas propriedades diferem das propriedades do mesmo material a
macroescala. Por exemplo, embora o ouro seja amarelo, uma suspensao coloidal de
nanoparticulas de ouro (AuNPSs) sintetizadas por via coloidal apresenta cores entre o vermelho

e o azuliroxo ®Y.

Estas propriedades dependem do tamanho e devem-se ao aumento da
contribuicdo de atomos a superficie e consequentemente ao aumento da area superficial das
nanoparticulas, comparativamente aos materiais a escala macroscopica, sendo determinadas
pelo tipo de movimento que os eletrdes realizam no espaco em que estdo confinados [52.53]

A diversidade de cores observada nas nanoparticulas esta relacionada com as
oscilagdes dos eletrdes de conducdo que, em ressonancia com a luz incidente, formam uma
ressonancia plasmonica de superficie (SPR — Surface Plasmon Ressonance). O campo elétrico

da radiagdo incidente induz a formag¢do de um dipolo na nanoparticula, que promove o

aparecimento de uma forca restauradora responsavel por compensar o desequilibrio provocado
54]

pela distor¢céo das cargas (Figura 2.6) :

Figura 2.6: Formagcao da ressonancia plasménica de superficie (SPR) .

Para as nanoparticulas metalicas, a frequéncia da plasmonica situa-se na zona visivel
do espetro eletromagnético, gerando uma forte absor¢cdo nessa zona que se traduz numa
intensa coloracédo destas suspensfes coloidais. A posicao e a forma da banda plasménica de
superficie no espetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) dependem de fatores como o tamanho e a
geometria das nanoparticulas, das interac6es entre elas e do indice de refracdo do meio [55-57],

A interac@o entre nanoparticulas é provavelmente o fator que mais influéncia tem sobre
a banda plasmonica de superficie. A medida que a distancia entre as nanoparticulas em
suspensdo diminui, a banda plasmdnica vai sofrendo desvios para comprimentos de onda
maiores, ficando cada vez mais alargada. Quando a separagdo entre as nanoparticulas é muito
pequena, estas comportam-se como nanoparticulas de grandes dimensées, formando um filme
metdlico continuo e acabando por perder a absorgédo no espetro UV-Vis devido as interacdes

dipolo-dipolo adjacentes °* *¥,

13
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A elevada energia superficial das nanoparticulas metalicas, que favorece a rapida
agregacdo das mesmas, dificulta a obtencdo de suspensfes coloidais estaveis. Face a este
problema, o processo de sintese é habitualmente efetuado na presenca de espécies
estabilizadoras que adsorvem na superficie das nanoparticulas, formando uma camada

protetora que impede a agregacao das mesmas 59,

2.3.2. Nanoparticulas de ouro (AuNPs)

AuNPs séo conjuntos de atomos de ouro que possuem um comportamento espetral
ajustavel e facilidade de funcionalizagdo com biomoléculas como anticorpos ou DNA,
propriedades que estimulam a sua aplicagdo na biomedicina em ensaios de reconhecimento
molecular extremamente sensiveis, especificos e econdmicos % .

As AuNPs podem ser facilmente sintetizadas por reducdo de um sal de ouro e
funcionalizadas com oligonucleétidos tiolados, denominando-se Au-nanossondas °. A
caracteristica fisica mais importante destas nanoparticulas é o seu tamanho, o qual influencia
propriedades como a area especifica de superficie, a viscosidade e o comportamento de
agregacao das mesmas *.

Embora existam vérias formas de sintetizar AuNPs, o método mais comum foi
introduzido por Turkevich em 1951 e baseia-se na utilizagdo de solu¢des aquosas nas quais o
ido citrato funciona como agente redutor do &cido tetracloroaurico (HAuCl,) (reducado de Au®*
para Auo) e estabilizador coloidal por intermédio de repulsdes eletroestaticas. A ligagdo do ido
citrato a superficie da nanoparticula é relativamente fraca, o que facilita possiveis rea¢ces de
substituigdo °* .

No entanto, estudos mais recentes demonstraram que a glucose possui a capacidade
de atuar simultaneamente como agente redutor e estabilizador de sais de metais nobres como
0 ouro, propriedade que pode ser aproveitada para uma sintese mais simples, rapida e

[66, 67]

ecoldgica de AuNPs . A alteragdo da concentracdo do agente redutor, neste caso a

glucose, resulta na formacéo de nanoparticulas de diferentes formas e tamanhos, o que por

sua vez provocara alterag@es na cor da solugéo [68),

AuNPs com dimensdes entre 10 — 20 nm assumem uma intensa coloracdo vermelha,
resultante da frequéncia a qual se verifica a SPR (520 nm). Contudo, a sua agregacéo provoca

um deslocamento da banda SPR para comprimentos de onda mais elevados (600 nm) e uma

69
)[]

mudanca de cor para azul (Figura 2.7 . Essa mudanca de cor pode, por conseguinte, ser

utilizada na detecao colorimétrica de amostras com diferentes concentracdes de glucose (681,

14
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Figura 2.7: Solucdes coloidais e respetivos espetros UV-Vis associados a AUNPs (A) antes e (B) apés
agregacao das mesmas. Adaptado de Guo et al. %,

2.4. Glucose

A glucose (CgH1,0¢) (Figura 2.8) é um cristal sélido de sabor adocicado, encontrado na
natureza na forma livre ou combinada. Este monossacarideo constitui a principal fonte de
energia das células do organismo humano e funciona como intermediario metabdlico, sendo

transportado desde os intestinos ou do figado até as células através da corrente sanguinea 7ol

CH,OH
O
OH
OH OH
OH

Figura 2.8: Férmula estrutural da glucose .

Normalmente, a concentracédo de glucose no sangue em humanos varia no intervalo de
2,8 — 6,1 mM, ou seja, aproximadamente entre 50 — 110 mg/dL (valores de referéncia).
Contudo, este valor tende a variar durante o dia: os valores mais baixos sdo detetados de
manha em jejum, aumentando geralmente apés as refeicdes.

Uma concentracdo de glucose no sangue fora dos intervalos normais pode ser
indicadora de varias doencas. Uma elevada concentra¢éo de aclcar no sangue (superior a 110
mg/dL) denomina-se hiperglicemia, enquanto uma concentracdo inferior a 50 mg/dL é
denominada hipoglicemia .

2.4.1. Diabetes

A diabetes é uma doenca cronica provocada pela deficiéncia na produgdo de insulina
(hormona que regula a concentracdo de acUcar no sangue) pelo péncreas ou pela

incapacidade de utilizacdo da mesma por parte do organismo.
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Existem dois tipos de diabetes: tipo | — resulta da producéo insuficiente de insulina,
obrigando os pacientes a administracdo diaria desta hormona; desconhecem-se as possiveis
causas da doenca, ndo existindo atualmente medidas preventivas; e tipo Il — advém do uso
ineficaz da insulina produzida e engloba cerca de 95% dos afetados pela doenca mundialmente
2 deve-se sobretudo ao excesso de peso e a inatividade fisica. Pode considerar-se ainda um
terceiro tipo de diabetes — a diabetes gestacional — que ocorre durante a gravidez, sendo
normalmente diagnosticada nas consultas pré-natais.

De acordo com dados divulgados recentemente pela OMS, existiam em 2014 cerca de
422 milhdes de casos de diabetes em todo o mundo, quase o quadruplo dos 108 milhdes
registados em 1980 (Figura 2.9), sendo previsivel que estes niUmeros continuem a aumentar.
Estima-se também que 3,7 milhdes de pessoas tenham morrido devido a consequéncias dos
elevados niveis de aglcar no sangue, tendo 43% dessas mortes ocorrido antes dos 70 anos.
Para além disso, a maior parte das mortes causadas pela diabetes ocorrem em paises com

menores capacidades econémicas %,

W% em1980 M % em 2014

Africs |

.
ALl

Meditemaneo Orien el

I
Sy

Sudeste asidtico |y

Pacifico ocidental I

i - = I
Total (inclui Estados ndo membros) e

0 5 10 15

Figura 2.9: Estimativa da prevaléncia da diabetes em adultos nas regides da OMS "%,

No que diz respeito a Portugal, dados do Observatdrio Nacional da Diabetes (OND)
dao conta de um crescimento acentuado do nimero de novos casos diagnosticados e de
mortes provocadas pela doenga em 2015, com valores que se aproximam dos maximos
registados em 2010 e 2011. Por dia, sdo cerca de 168 novos casos (7 a cada hora), o que
corresponde a mais 20 face a 2014. Para além disso, em média 12 pessoas perderam a vida,
por dia, no mesmo ano (4 406 no total), resultado da diabetes, com mais de um quarto dos
Obitos registados nos hospitais do Servico Nacional de Saude (SNS) a serem atribuidos a
pessoas com diabetes. O mesmo estudo mostra uma prevaléncia estimada de 13,3% na
populacao portuguesa com idades entre os 20 e os 79 anos, 0 que corresponde a mais de um
milhdo de pessoas com diabetes nesta faixa etaria, as quais se juntam mais de dois milhdes

com pré-diabetes .
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2.4.2. Estado da arte na detecao de glucose

Embora ndo seja ainda conhecida qualquer cura para a diabetes, os seus sintomas e
complicacBes podem ser minimizados através ndo s6 de medicacéo especifica mas também da
monitorizacdo dos niveis de glucose, sobretudo no sangue.

Os biossensores utilizados para detecdo de glucose podem ser classificados em dois
grandes grupos, com base na duracdo do método de medigcdo: testes de monitorizagdo ndo
continua (point sample tests) e sensores de monitorizacdo continua de glucose (CGMs —

Continuous Glucose Monitors) (Figura 2.10) > ™,

. Tiras de teste para urina (urine dipstick)
Testes de monitorizacao <

ndo continua
Medidor de glucose através de picada no dedo
« Elétrodos amperométricos subcutaneos
—" Sondas de microdialise
Dispositivos implantaveis intravenosos
" CGMs * Microporos/Microagulhas
Transdérmicos + lontoforese reversa
« Fonoforese, etc.

N&o invasivos

« Fluorescéncia
Oticos 4 . Espetroscopia de infravermethos
« Espetroscopia Raman, etc.

Figura 2.10: Tecnologias existentes e em desenvolvimento para detecdo de glucose.
Adaptado de Oliver et al. ",

Relativamente aos testes de monitorizagdo ndo continua, a primeira patente de um
sensor de glucose no sangue para a realizacdo de testes point-of-care em doentes com
diabetes foi registada em 1971 nos EUA por Anton Clemens. O Medidor de Refletancia de
Ames (ARM — Ames Reflectance Meter) era um dispositivo capaz de detetar a luz refletida e de
avaliar automaticamente as mudancas de cor em tiras de teste através de reagbes enzimaticas.
Posteriormente, outros biossensores para avaliagao colorimétrica e eletroquimica dos niveis de
glucose no sangue ou na urina tém sido desenvolvidos e otimizados (Figura 2.11), com base
na detecdo de produtos de reacbes de oxidagdo/reducdo catalisadas enzimaticamente, cuja

concentracao é proporcional a concentragao de glucose nas amostras 79,
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Figura 2.11: Testes de monitorizagdo ndo continua dos niveis de glucose: (A) colorimétricos (urine
dipstick); (B) eletroquimicos (medidor de glucose no sangue através de picada no dedo).

Os CGMs sao biossensores enzimaticos que permitem monitorizar continuamente e em
tempo real os niveis de glucose. Os dispositivos CGM mais comuns s&o invasivos, constituidos
por um sensor de glucose que consiste num pequeno elétrodo inserido subcutaneamente,
normalmente no abdémen, de forma a medir os niveis de glucose no fluido intersticial. A
glucose oxidase e o mediador s&o imobilizados sobre uma membrana polimérica na superficie
do elétrodo, e as reagBes de oxidacdo/reducdo geram uma corrente dependente da
concentracdo de glucose que é medida eletroquimicamente. Este sensor € conectado a um

transmissor que envia as informacdes através de radiofrequéncia sem fios para um aparelho de
) [76, 77]

monitorizacao e exibi¢édo (Figura 2.12

(B)  Transmissor
Pele
/ Sensor de glucose

—.....— Fluido intersticial

E\K;.: Célula

@ - 4 Glucose
m vese SanQUineo
Figura 2.12: (A) Constituicdo e (B) modo de funcionamento de um dispositvo CGM para
monitorizagao dos niveis de glucose. Adaptado de 8],

Para além da detecdo e registo, estes dispositivos permitem ainda notificar e alertar o
paciente em caso de variacdo brusca ou de aproximacdo a niveis indesejaveis de glucose,
havendo ja alguns sistemas que funcionam simultaneamente como bombas de infusdo de

insulina (Tabela 2.3) .
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Tabela 2.3: Comparagéo de diferentes dispositivos CGM comercializados atualmente. Adaptado de Wang

e Lee ™
Marca Guardian MiniMed 530G Dexcon G4 FreeStyle
Real-Time com Enlite Platinum y
Empresa Medtronic Medtronic Dexcon Abbott
Data de aprovacao
pela FDA (Food and 2006 2007 2007 2008
Drug Administration)
Vida do sensor (d) 3 6 7 5

Tipo de sensor

pele pele pele pele
_ Tempo de 2 2 2 10
inicializag&o (h)
2h apos a 2h apos a
Calibracio por insercdo, nas insercdo, nas aproximadamente
caop primeiras 6h, e  primeiras 6h, e a cada 12h 1,2,10,24 e 72h

finger-stick test

Inserido sob a

depois a cada
12h

Inserido sob a

depois a cada
12h

Inserido sob a

Inserido sob a

apos a insercao

Tecnologias ndo invasivas tém vindo também a ser estudadas como alternativa as
existentes, como é o caso do GlucoWatch (2001), um sistema transdérmico baseado em
iontoforese reversa, colocado no pulso como um reldgio e que consiste num hidrogel localizado
entre a pele e um elétrodo. Uma pequena corrente do elétrodo passa através do hidrogel,
extraindo o fluido intersticial da pele para o elétrodo iontoforético. A concentracdo de glucose
na amostra € mil vezes menor que a do fluido intersticial. O GlucoWatch foi no entanto retirado
do mercado em 2008 devido a dificuldades de operacéo, necessidade de calibracéo e irritagdo

da pele "> 7™,

2.4.2.1. Lab-on-Paper: detecado de glucose

No que diz respeito a utilizacdo do papel como substrato para a detecao de glucose,
Costa (2012) ol propfe o desenvolvimento de um dispositivo enzimatico para determinacao
colorimétrica da concentracdo de glucose em solucdes bioldgicas, que pretende ser simples,
pratico e econdémico, caracteristicas essenciais para a aplicacdo em testes point-of-care.

O mecanismo de detecdo de glucose baseia-se na combinagdo entre um sistema de
duas enzimas e dois indicadores de oxidag&o/reducéo: por acdo da glucose oxidase, a glucose
€ oxidada em acido glucénico e perdxido de hidrogénio (H,0,); este (ltimo sera posteriormente
utilizado para oxidar os dois indicadores utilizados (KI e AB), numa reacdo catalisada pela
peroxidase. A oxidacao destes indicadores traduzir-se-4 numa alteracdo colorimétrica, que

[71, 80, 81]

permitird entdo quantificar a concentracdo de glucose na amostra . A utilizacédo de
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multiplos indicadores visa abranger uma maior gama de concentragdes de glucose detetadas,
permitindo consequentemente aumentar a discriminacao visual dos resultados obtidos [,

A Figura 2.13 apresenta 0 conjunto das reagBes associadas ao processo
anteriormente descrito.

OH
OH OH O Glucose
Oxidase
HO\)\:/\:/U\H +0; —
OH OH
D-(+)-Glucose D-Glucono-d-Lactono
Peroxidase
204+ H202 4+ 2HY —— 2 + 2H20
iodeto jodo
(transparente) (cor amarelo/castanho)
Cl
O
HoN CH
o Mo STL
cl S-OH N-cy Peroxidase HO-$ N CHg
o) + O°N S 42H:00 —— 0 = +4H:20
OH 0? NN CH,
Cl
=
acido 3,5-dicloro-2-hidroxi- 4-aminoantipirina - |
benzenosulfénico (transparente)

(transparente) Quinona (cor vermelha)

Figura 2.13: Reacdes enziméticas na base da determinagdo colorimétrica da
concentracéo de glucose em amostras bioldgicas (o,

N&o obstante a sua fiabilidade e precisdo, os biossensores enzimaticos revelam-se
extremamente sensiveis a variagfes de temperatura e de pH, ndo podendo como tal ser

armazenados por longos periodos de tempo (6]

. Para além disso, a utilizacdo de enzimas
promove o encarecimento do dispositivo.

Neste trabalho, sera entdo proposto o desenvolvimento de um biossensor colorimétrico
nao enzimatico em papel, baseado na sintese de AuNPs por reducdo de um sal de ouro pela
glucose. A reacdo quimica associada & reducdo do sal de ouro encontra-se apresentada na
Figura 2.14. A alteracdo da concentracdo do agente redutor resulta na formacdo de AuNPs
com diferentes dimensfes, o que se reflete na mudanca de cor das mesmas e pode ser

utilizado no processo de determinag&o colorimétrica dos niveis de glucose.

OH 0 OH
HO/\/O NaOH HO/\/ /
. FEOH + 280" ———=3 L | +3H0+2A
HO" OH (Ouro) HO' ’ OH
OH OH

(Glucose)

Figura 2.14: Reacgdo quimica de reducdo do ouro pela glucose, associada a sintese de
AuNPs, para determinacao colorimétrica da concentracéo de %Iucose em amostras através
de um processo ndo enzimatico. Adaptado de Suvarna et al. 82,
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Capitulo 3

3. TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

Neste capitulo é apresentada uma breve descricdo de cada uma das diferentes
técnicas de caracterizagdo utilizadas ao longo do presente trabalho, as quais foram
selecionadas com o propdsito de analisar e obter informacao o mais detalhada e complementar
possivel acerca das AuNPs sintetizadas tanto no estudo em solugdo como no sensor de papel,
no que diz respeito a sua estrutura e morfologia. As técnicas descritas foram também aplicadas

na caracterizacdo de alguns dos materiais e reagentes utilizados ao longo do trabalho.

3.1. Espetrofotometria de UV-Vis

A espetrofotometria € uma técnica analitica que utiliza a luz com o objetivo de medir as
concentracdes das solugfes, através da intera¢do da luz com a matéria. Quando um feixe de
luz com um determinado comprimento de onda interage com uma amostra de cor branca a luz
sera totalmente refletida, sendo em contrapartida totalmente absorvida caso a amostra possua
uma cor preta. Contudo, se apenas uma fracéo de luz for absorvida e a restante refletida, a cor
da amostra pode ser determinada através da luz refletida (refletdncia) ou absorvida
(absorvancia) pela amostra. O fendmeno associado a espetrofotometria de absorvancia é a
absorcéo. As substancias incolores ndo absorvem na gama de comprimentos de onda da zona
do visivel, nesses casos a absor¢éo ocorrerd na zona infravermelha ou ultravioleta do espetro
eletromagnético 3 84,

Neste caso, foi utilizada esta técnica de caracterizagdo com o objetivo de obter o
espetro UV-Vis das solu¢Bes de AuNPs sintetizadas. Utilizou-se o TECAN SPARK 10M (Figura
3.1A), um leitor de microplacas multifuncional equipado com um monocromador de alta
velocidade (HSM - High-Speed Monochromator), que permite o varrimento completo do
espetro de absorvancia em poucos minutos. O sistema Otico do médulo de absorvancia
utilizado (Figura 3.1B) € composto por uma fonte luminosa (lampada de flash de xénon), cuja
luz vai passar através de um filtro antes de ser focada na fenda de entrada do monocromador
por um espelho condensador. Ao mover a grade 6tica, 0 comprimento de onda da medicdo é
selecionado e focado na fenda de saida do monocromador, onde a luz entra na fibra
absorvente sendo conduzida sobre a amostra por um espelho eliptico. Uma parte dessa luz é
refletida num fotodiodo de referéncia, sendo posteriormente coletada por uma lente e focada
no fotodiodo de medi¢é@o. No ponto focal, o feixe de luz absorvido possui um didmetro de cerca
de 1 mm. De referir ainda que o equipamento utilizado aceita formatos de placa de 1 — 384
pocos, encontrando-se equipado com o software SparkControl para controlo do leitor e reducéo

de dados.
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Filtro
(B) . Grade 6tica
Fotodiodo
. de medicéo
Fonte de luz
Fibra

absorvente Espelho
eliptico

Figura 3.1: (A) Equipamento TECAN SPARK 10M, utilizado na caracteriza¢@o por espetrofotometria de
UV-Vis; (B) Representacdo esquemética do sistema 6tico associado ao médulo de absorvancia utilizado.

3.2. Microscopia Eletrénica de Varrimento e de Transmisséao

A Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM — Scanning Electron Microscopy) € uma
importante e versatil técnica de caracterizagdo, que torna possivel a recolha de informacao
morfologica acerca do material em estudo através da utilizagdo de um feixe de eletrdes
altamente energético incidente na amostra, por forma a produzir uma imagem tridimensional da
superficie do material, de elevada resolu¢do e com uma profundidade de campo de 30 um. As
imagens produzidas s8o semelhantes as obtidas por microscopia Gtica de reflexdo, mas numa
gama de ampliagdo muito superior (até 500 000 vezes) e sem qualquer perda de nitidez,
devido ao facto do comprimento de onda do feixe de eletrdes utilizado (1, = 0,012 nm) ser
muito inferior ao dos fotdes de Iuz visivel (400 NM < A,;51e; < 700 nm) 1L

O microscépio eletrénico de varrimento (Figura 3.2A) é constituido por uma fonte de
eletrdes, um sistema de lentes eletromagnéticas, bobinas de varrimento, um coletor de eletrfes
e um tubo de raios catddico (CRT — Cathode Ray Tube). O principio fisico de funcionamento da
SEM baseia-se na emisséo de um feixe de eletrbes (elétrodo negativo) por um filamento capilar
de tungsténio mediante a aplicacdo de uma diferenga de potencial que pode variar entre 0,5 e
30 kV. Os eletrdes sao acelerados em direcdo ao elétrodo positivo, sendo a correcdo da
direcdo do feixe nesse percurso efetuada por lentes condensadoras que alinham o feixe em
direcdo a abertura da lente objetiva, responsavel pelo ajustamento do foco do feixe. O
varrimento da superficie da amostra em andlise pelo feixe eletrénico incidente, seguido da
amplificacdo e processamento adequados, resultara entdo na formacdo da imagem de SEM
convencional "®®®. para cada ponto da amostra onde incide o feixe de eletrdes é efetuada a
correspondéncia a um ponto (pixel) da imagem apresentada no monitor, que é proporcional a
intensidade do sinal detetado no volume onde incide o feixe eletrénico primario. Assim, a
imagem obtida resulta de uma sincroniza¢cdo ponto a ponto com a amostra, correspondendo a
sua ampliacdo ao racio entre a dimensdo do CRT e a dimensdo da por¢cdo da amostra
percorrida pelo feixe 7.

A SEM permite obter imagens da topografia da superficie, utilizando o padrao de

difracdo de eletrdes secundarios (emitidos pelos atomos excitados pelo feixe de eletrfes). Para
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além disso, o padrdo de eletr6es retrodifundidos proporciona imagens com diferengca de
contraste de acordo com o elemento que esta a ser analisado, sendo que elementos pesados
(ex: ferro) aparecem mais claros e elementos leves (ex: carbono) aparecem mais escuros (s8],
No caso da Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM — Transmission Electron
Microscopy), o feixe de eletrdes interage com a amostra suficientemente fina de modo a
permitir a passagem dos eletrdes e colocada entre a fonte de eletres e uma tela na qual a
imagem ampliada é formada pelo impacto dos eletrdes transmitidos e difratados. A imagem
gerada é uma projecao bidimensional da amostra, apresentando alta resolugdo espacial [e8],
Nesta situagdo, foram utilizadas a SEM e a TEM com o proposito de caracterizar as
AuNPs sintetizadas no que diz respeito a sua morfologia. No caso da SEM, esta foi também
usada na caracterizagdo morfologica dos diferentes substratos de papel analisados. Para tal,
utilizou-se o equipamento Zeiss AURIGA CrossBeam SEM-FIB (Figura 3.2B) no modo de
eletrBes secundarios, com uma tensao de aceleracdo de 2 kV, uma abertura de diafragma de

30 um e uma distancia de trabalho entre a amostra e a coluna de SEM de 5,8 mm.

(A) Feixe de (B)
" eletroes

g - Anodo
Lentes

condensadoras\
Detetor de

eletroes
retroespalhados

Detetor de
T~ eletroes

secundarios

Amostra

Figura 3.2: (A) Representacdo esquemética de um equipamento de SEM; (B) Equipamento Zeiss
AURIGA CrossBeam SEM-FIB, utilizado na caracteriza¢@o por SEM.

3.2.1. Espetroscopia Dispersiva de Raios-X

Para além de tornar possivel a recolha de informacado topogréafica, o equipamento de
SEM permite efetuar simultaneamente uma andlise quimica elementar da superficie do material
em estudo, através da Espetroscopia Dispersiva de Raios-X (EDS — Energy Dispersive
Spectroscopy). Os detetores do SEM produzem um sinal proporcional ao nimero de fotdes
raios-X detetados na area de incidéncia do feixe de eletrdes primarios, o qual serd entao
exibido como um espetro de intensidade (n° de fot8es registados) em funcao da voltagem, que

corresponde as energias dos raios-X especificas para cada elemento presente na amostra [l
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Uma vez que cada elemento emite um espetro de raios-X caracteristico, os detetores
podem ser ajustados por forma a passarem apenas uma gama de pulsos correspondentes ao
pico de raios-X de um determinado elemento atdmico presente na amostra. O resultado de
milhares de varrimentos sobre uma zona especifica da amostra permitira entdo produzir uma
imagem elementar ou um mapa raios-X com a distribuicao espacial dos elementos constituintes
dessa mesma amostra %,

Esta técnica esta limitada a identificacdo de elementos de nimero atémico Z superior a
5, ou seja, mais pesados que o boro, sendo o limite de detecdo na ordem das 200 ppm para
elementos com picos bem definidos. Os dados obtidos por EDS podem ser quantificados
através da comparacdo com referéncias elementares apropriadas e recorrendo a algoritmos
computacionais. A resolucdo espacial € uma das principais desvantagens desta técnica, uma

vez que é responsavel por provocar a sobreposicéo de picos caracteristicos [=0],

3.3. Difracéo de Raios-X

A Difrac@o de Raios-X (DRX) é uma técnica néo destrutiva utilizada para caracterizar
estruturalmente um material com base na interagéo entre um feixe de raios-X e a geometria
cristalina do material, permitindo identificar diferentes estruturas cristalinas presentes nesse
material e analisar as suas propriedades estruturais.

A difracdo consiste num fenémeno de dispersdo que envolve a cooperacdo de um
conjunto de atomos, ocorrendo normalmente apenas quando o comprimento de onda do feixe é
da mesma ordem de grandeza da distancia entre os centros dispersores. Assim, considerando
que numa estrutura cristalina os atomos se encontram periodicamente organizados em planos,
funcionando como centros dispersores, um material cristalino, cuja distancia interatomica (d)
possui a mesma ordem de grandeza do comprimento de onda dos raios-X que nele incidem, ira
difratar o feixe. Sempre que a diferen¢a de percurso entre os raios difratados (2d sen8) for igual
a um mdultiplo inteiro (n) do comprimento de onda (1) da radiacdo incidente, ocorrera

interferéncia construtiva, verificando-se a lei de Bragg:
nA = 2d senf Eq.3.1

onde 8 é o dngulo formado entre os planos atomicos e o feixe de raios-X incidente e difratado
(angulo de Bragg) (Figura 3.3A) %,

O funcionamento da DRX baseia-se na utilizacdo de um feixe de raios-X de
comprimento de onda conhecido, variando o seu angulo de incidéncia e medindo a intensidade
do feixe difratado. Obtém-se assim um difratograma no qual as interferéncias construtivas
aparecem na forma de picos, e cuja comparacdo com diferentes estruturas armazenadas em
bases de dados oficiais permitira entdo determinar a geometria do material em estudo 2,

Neste caso, as AuNPs produzidas foram analisadas por DRX, de modo a identificar as
diferentes estruturas cristalinas nelas presentes, utilizando o equipamento X’Pert PRO MPD da
PANalytical (Figura 3.3B) com uma ampola de cobre. Esta técnica foi também usada para

caracterizar os diferentes substratos de papel utilizados. O padréo de difracdo foi adquirido
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para angulos entre 10° e 90° (26) com um passo de 0,03° (26), no método continuo e operando
a 45 kV e 40 mA.

(B)
(A)

Feixe incidente Feixe difratado

Figura 3.3: (A) Representagdo esquematica da difragdo do feixe incidente pelos planos cristalograficos
do material; (B) Equipamento X’Pert PRO MPD da PANalytical, utilizado na caracterizacao por DRX.

3.4. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR — Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) é uma importante técnica de caracterizagdo quimica que
fornece informacéo acerca dos grupos funcionais presentes no material em estudo.

O principio de funcionamento da FTIR baseia-se na determinagdo e quantificacdo da
absorc¢édo sofrida por um feixe de radiacao infravermelha ao interagir com as moléculas de um
determinado composto, provocando alteracbes no estado vibracional das suas ligacdes
covalentes, em funcdo da frequéncia, comprimento de onda ou niumero de onda. O resultado
obtido € um espetro de intensidade em funcdo do niimero de onda (espetro infravermelho), o
qual pode ser apresentado em func&o da transmitancia ou da absorvancia da amostra %,

Em amostras nas quais nao seja possivel medir a transmitancia, por exemplo por
serem opacas, pode utilizar-se uma configuracdo que permita medir a refletancia —
configuracdo ATR (Attenuated Total Reflectance). A interacdo entre o feixe infravermelho e a
amostra é realizada na interface entre esta e um cristal oticamente denso com um elevado
indice de refracdo, através do qual o feixe é direcionado e refletido para trds em varios pontos
ao longo do comprimento do cristal devido a alteracdo do indice de refracdo na sua superficie,
até finalmente atingir o detetor. Quando a amostra é colocada em contacto com a superficie do
cristal, o feixe vai interagir com a amostra em diversos pontos (Figura 3.4A) * %,

De modo a obterem-se os espetros de infravermelhos dos substratos de papel
considerados, foi utilizado o equipamento Nicolet 6700 da Thermo Electron Corporation (Figura
3.4B) com um cristal ATR de diamante. Estes espetros foram adquiridos na regido espetral de

ntmeros de onda entre 525 e 4500 cm™, sendo efetuados 32 scans.
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Amostra em contacto (B)
com a onda evanescente

Diregdo do Detetor
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Infravermelho

[90].

Figura 3.4: (A) Esquema representativo de um sistema ATR com multiplas reflexdes. Adaptado de
(B) Equipamento Nicolet 6700 da Thermo Electron Corporation, utilizado na caracterizacéo por FTIR

3.5. Dispersao Dinamica da Luz

Dispersao Dinamica da Luz (DLS — Dynamic Light Scattering) € o nome dado a uma
das técnicas de dispersdo de luz mais utilizadas na determinagdo do tamanho de pequenas
particulas em suspensédo ou de polimeros em solugdo, pois permite o dimensionamento de
particulas com até menos de 1 nm de diametro.

Pequenas particulas em suspensédo encontram-se sujeitas a um movimento térmico
aleatério (movimento Browniano), o que resulta na variagdo da distancia entre os centros
dispersores da luz. Quando a luz atinge essas particulas de pequenas dimensdes, é dispersa
em todas as direcdes, desde que o tamanho das particulas seja inferior ao comprimento de
onda do fotdo incidente. A este fendmeno da-se o nome de disperséo de Rayleigh (o8],

O principio de funcionamento da DLS baseia-se portanto na utilizacdo de uma fonte
luminosa (ex: laser), cuja luz ao interagir com a amostra vai ser dispersa em todos os sentidos
e com intensidades diferentes. A andlise destas variagfes de intensidade permitira entdo obter
informacao sobre o tamanho e a distribuicdo de tamanho das particulas (Figura 3.5A) o7,

A DLS é uma técnica muito importante na caracterizacéo do raio hidrodindmico de NPs,
tendo sido usada neste trabalho para avaliacdo do didmetro das AuNPs produzidas, utilizando
0 equipamento AvidNano W130i SABRe optics (Figura 3.5B).

(A) (B)
o: O -

= =~
Particulas maiores

Intensidade

o Tempo

L -
&) S

Intensidade

Particulas menores

Tempo

Figura 3.5: (A) Representacdo esquematica do fendmeno de Dispersdo Dinamica da Luz em
duas amostras hipotéticas formadas por particulas com diferentes tamanhos. Adaptado de (o6,

(B) Equipamento AvidNano W130i SABRe optics, utilizado na caracteriza¢cdo por DLS.
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3.6. Espetroscopia Raman

A espetroscopia Raman é uma técnica fotdnica de alta resolucdo baseada na dispersao
inelastica de luz monocromatica, normalmente a partir de uma fonte laser, que visa fornecer
informacao quimica e estrutural acerca de quase todos 0s materiais, compostos organicos e
inorgéanicos, incluindo produtos farmacéuticos, produtos quimicos finos, minerais e alimentos,
permitindo assim a sua identificacéo.

Quando a luz monocromaética, colimada, coerente e de determinada frequéncia interage
com uma amostra do material a ser estudado, vai provocar a excitacdo de moléculas na sua
constituicdo, induzindo dipolos oscilantes e sendo geralmente espalhada sem qualquer
alteracdo em energia, ou seja, a maior parte da luz espalhada apresenta a mesma frequéncia
da incidente (disperséo elastica ou de Rayleigh). No entanto, uma pequena por¢éo da luz (1
em cada 10° fotGes reemitidos) € espalhada inelasticamente, isto é, com uma frequéncia
diferente da incidente. Este fendmeno é conhecido como disperséo inelastica ou de Raman, a
qual por sua vez pode ser subdividida em dois tipos: Stokes (ocorre quando as moléculas
recebem a energia no seu estado fundamental) e anti-Stokes (neste caso o fotdo é absorvido
por uma molécula que ja esta no estado vibratério excitado) (Figura 3.6A) 2.

Como as moléculas viboram num determinado conjunto de frequéncias, essa alteragao
permite obter informag6es sobre transi¢cbes vibratérias, rotativas e outras de baixa frequéncia
em moléculas individuais, fornecendo um espetro Raman que funciona como impresséo digital
do material analisado % %%,

Esta técnica é aplicada diretamente sobre a amostra em questdo, permitindo
caracterizar de forma rdpida a composi¢do quimica e a estrutura dessa mesma amostra, seja
ela sdlida (ex: particulas, pellets, filmes, fibras, etc.), liquida (ex: géis, pastas, etc.) ou gasosa.
E necesséria pouca ou nenhuma preparacdo dos materiais e € uma técnica label-free, o que
reduz o potencial de artefactos. Para além disso, possui a vantagem de nao provocar qualquer
tipo de alteracéo na superficie na qual se faz a analise *® %9,

Neste trabalho, a caracterizacdo dos substratos de papel considerados e das AuNPs
sintetizadas por espetroscopia Raman foi efetuada com recurso ao MicroscOpio Raman, um
equipamento da Renishaw Qontor (Figura 3.6B) com lasers de 532 e 633 nm, resolucéo
espetral de 0,3 cm™ (FWHM — Full Width at Half Maximum), capacidade de mapeamento com

100 nm de resolucao lateral e autofocus dindmico em tempo real (caracteristica Gnica).
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(A) Estados virtuais
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Figura 3.6: (A) Diagrama de niveis de energia com indicagdo dos estados energéticos envolvidos nas
dispersbes de Rayleigh e de Raman. Adaptado de (o8], (B) Microscopio Raman da Renishaw Qontor,
utilizado na caracteriza¢éo por espetroscopia Raman.

3.7. Anélise Térmica

O termo Analise Térmica (TA — Thermal Analysis) refere-se a um conjunto de métodos
analiticos que permitem estudar o comportamento de um numero bastante consideravel de
materiais em funcdo da temperatura, podendo como tal ser utilizados para obter informagéo
acerca das reacdes de decomposi¢do e/ou degradacdo que podem ocorrer.

A Analise Térmica engloba diversas técnicas, como por exemplo: a Termogravimetria
(TG — Thermogravimetry), a Anélise Térmica Diferencial (DTA — Differential Thermal Analysis),
a Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC — Differential Scanning Calorimetry) e a Andlise
Termomecénica (TMA — Thermomechanical Analysis) (100}

Neste trabalho, foram utilizadas em simultdneo as técnicas de Termogravimetria e de
Calorimetria Diferencial de Varrimento na caracterizacdo dos substratos de papel utilizados,
com o propésito de avaliar o comportamento dos mesmos quando expostos a temperaturas
elevadas, as quais serdo submetidos durante a fase de impressado e difusdo dos padrdes de
cera, revelando-se como tal o conhecimento das suas propriedades termodinamicas um fator
preponderante na escolha do substrato mais adequado. A Analise Térmica das amostras foi
efetuada em atmosfera de ar e cadinhos de aluminio, no intervalo de temperaturas entre 20 °C
e 550 °C e com uma taxa de aquecimento de 5 K/min. Todas as caracterizagBes térmicas
foram efetuadas com o recurso ao equipamento STA 449 F3 Jupiter da NETZSCH (Figura 3.7).

Figura 3.7: Equipamento STA 449 F3 Jupiter da NETZSCH,
utilizado na andlise térmica dos substratos de papel por TG e DSC.
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3.7.1. Termogravimetria

A Termogravimetria (TG — Thermogravimetry) € uma técnica termoanalitica que permite
determinar a variacdo da massa de uma amostra de um dado material em funcdo da
temperatura ou do tempo (modo isotérmico), enquanto essa amostra € submetida a uma
programacao controlada de temperatura. E normalmente utilizada na determinacéo de certas
caracteristicas da amostra que apresentam perda ou ganho de massa devido a fendbmenos de
decomposicao, oxidacdo, reducédo ou perda de compostos volateis. A TG pode ser usada para
avaliar a estabilidade térmica dos materiais, representando uma técnica particularmente Util no
estudo de materiais poliméricos incluindo as fibras de celulose ™.

A andlise termogravimétrica € efetuada com o recurso a uma termobalanca. Este
aparelho é composto por uma microbalanca eletrénica, um forno, um programador de

temperatura e um instrumento para gravacdo dos dados produzidos por estes componentes.

3.7.2. Calorimetria Diferencial de Varrimento

A Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC — Differential Scanning Calorimetry) é
uma técnica de analise térmica através da qual é possivel medir a diferenca entre a quantidade
de calor necessaria para aumentar a temperatura de uma amostra de um determinado material
e de um material de referéncia em funcéo da temperatura %,

Os calorimetros diferenciais de varrimento sdo constituidos por dois suportes: um para
a amostra a analisar e outro para a referéncia (material termicamente inerte na gama de
temperaturas em estudo). As amostras sdo continuamente aquecidas ou arrefecidas a uma
velocidade constante e controlada em atmosfera inerte, redutora ou oxidante, sendo 0s
resultados obtidos registados num grafico do fluxo de calor entre a amostra e a referéncia em
funcédo da temperatura "%,

A técnica de DSC permite assim identificar e quantificar variagdes como a temperatura
de transi¢cdo vitrea e a temperatura de inicio de degradacdo, as quais resultam em picos
associados a fenémenos energéticos (endotérmicos ou exotérmicos) ocorridos durante o

processo de variacdo de temperatura imposto a amostra %%,

3.8. Angulo de Contacto

O termo angulo de contacto refere-se ao &ngulo formado na interface de um sistema
constituido por materiais com estados fisicos diferentes, constituindo atualmente a técnica mais
utilizada na determinacdo da capacidade de um material se molhar quando em contacto com
um liquido (wettability) ™.

A wettability de uma superficie depende do equilibrio termodinamico entre um sistema
de trés fases: solido, liquido e gas. Assim sendo, o angulo de contacto representa uma medida
quantitativa do processo de wettability. Formalmente, o angulo de contacto entre uma gota de
um liquido com uma tenséo superficial conhecida e uma superficie sélida depende do equilibrio

entre as forcas de adesao, que permitem o espalhamento da gota do liquido sobre uma
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superficie sélida e plana, e as forcas de coeséo do liquido, que permitem a contracdo da gota a
uma esfera com uma superficie minima. Se a gota for depositada sobre uma superficie plana,
homogénea e perfeitamente nivelada, forma-se um angulo de contacto de equilibrio entre o
liquido e a superficie sélida em qualquer ponto da linha de trés fases, onde se encontram o
solido, o liquido e a fase gasosa % *°” (Figura 3.8A).

Considerando a gota em equilibrio, a formulagéo classica do balango de forgas na linha
de contacto define o angulo de contacto em funcdo das densidades energéticas das trés

interfaces do sistema. Este balanco é descrito pela equacédo de Young:

cos(8,) = Ysc ~¥si Eq.3.2

Yic

onde 6, representa o angulo de contacto e yg; , Ys. € Vi representam as tensdes superficiais
das interfaces solido-gas, solido-liquido e liquido-gas, respetivamente 7,

A energia de superficie das fibras de celulose e do papel € um parametro que afeta o
seu desempenho em termos de penetracdo de liquidos e adesdo a outros materiais
poliméricos, podendo a determinacdo deste parametro ser feita através de métodos que
envolvem o angulo de contacto, nomeadamente o método da gota séssil ou o método de
Wilhelmy 1%,

No presente trabalho, as propriedades hidrofébicas dos substratos de papel foram
analisadas utilizando o equipamento OCA 20 da DataPhysics (Figura 3.8B), com o qual &
possivel observar em tempo real a deposicdo do liquido (neste caso agua destilada) sobre o
substrato, permitindo a medi¢cdo do angulo de contacto no momento exato em que o liquido
entra em contacto com o substrato. O software do equipamento calcula o angulo de contacto
de acordo com a equacgdo de Young apresentada anteriormente, sendo que se o mesmo for
superior a 90° o substrato é considerado hidrofébico, uma vez que ndo se verifica uma boa
adesdo entre as superficies dos materiais em contacto. Caso o angulo encontrado seja inferior
a 90° o substrato é hidrofilico, pois a adesao entre os materiais é favorecida.

(B)

(A) ® Y

Figura 3.8: (A) Esquema representativo da rela%éo entre o angulo de contacto e as tensfes
superficiais das diferentes interfaces do sistema ttosl. (B) Equipamento OCA 20 da DataPhysics,

utilizado na medic¢éo do angulo de contacto dos substratos de papel.
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Capitulo 4

4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sédo apresentados e descritos todos os métodos e procedimentos
experimentais, bem como os materiais utilizados durante a realizagdo de cada uma das

diferentes fases do trabalho desenvolvido.

4.1. Sintese de AuNPs em solucéo por reducdo com a glucose

A sintese de AuNPs em solugdo, efetuada na fase inicial do presente trabalho,
utilizando a glucose simultaneamente como agente de capping e de redugcdo das AuNPs
compreendeu um conjunto de etapas, as quais se encontram enumeradas no esquema da
Figura 4.1 &

/1. Prepararam-se varias solugﬁes\ /2 Adicionou-se uma fracéo de 500\

de D-Glucose (Sigma-Aldrich) com uL de uma das solugdes de D-
diferentes  concentracdes (entre Glucose preparadas anteriormente
1,25 e 50 mM), utilizando agua Milli- -> a um tubo de eppendorf (ou tubo de
Q (4dgua desionizada, purificada microcentrifuga), posteriormente
através de um sistema de filtracao colocado num agitador vértex da

Milli-Q 18,2 Q, fornecido pela VELP Scientifica para

kl\/lillipore Corporation). / khomogeneizar a solucéo. /
(3. Adicionaram-se 10 puL de\

L L =10s hidréxido de sodio (NaOH) 1 M
tetracloroaurico tri-hidratado (HAuCl, : (Fisher Scientificy & solugdo de

4. Adicionaram-se 500 uL de &cido

¢ 3H2~O) 0z mM (écros ClgEnEs) & glucose, simultaneamente ao
solugdo em agitagdo, resultando na processo de agitacdo, de forma a

producéo de um sal metalico. induzir o pH alcalino. /

5-70s

/6. A agitacao foi prolongada durante\
mais 5 — 10 segundos apds a
5. Ocorreu uma mudanca de cor alteracdo de cor, de modo a

assinalando o final da reacdo de -:> assegurar a concluséo da reagéo. O
reducéo do sal metalico pela glucose tamanho das AuNPs formadas, que
e a formagéo de coléides de ouro. determina a cor da solucao,
depende da concentracdo de

Kglucose. /

Figura 4.1: Esquema do procedimento experimental relativo ao processo de sintese de AUNPs em
solugéo por reducéo com a glucose.
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4.2. Testes colorimétricos em solucdo para medicdo de diferentes

concentracdes de glucose

Nesta fase, procedeu-se a realizacdo de testes colorimétricos em solugdo, com o
objetivo de analisar a resposta das AuNPs a diferentes concentragBes de glucose. Para tal,
repetiu-se todo o conjunto de procedimentos indicados em 4.1. para varias concentracées de
glucose (1,25 — 50 mM), tendo-se obtido solucdes de cores diferentes (ha gama do vermelho
até ao azul/roxo), dependendo da concentracdo de glucose e consequentemente do tamanho

das AuNPs formadas.

4.2.1. Espetrofotometria de UV-Vis

Os resultados obtidos anteriormente foram posteriormente analisados por
espetrofotometria de UV-Vis, tal como descrito em 3.1., por forma a comparar os espetros de
absorvancia das diferentes solugbes e a observar o deslocamento da banda SPR para as

diferentes concentracdes de glucose.

4.2.2. Influéncia de alguns interferentes da glucose

Para além da glucose, existem também outras moléculas redutoras presentes em
amostras bioldgicas reais. No soro, essas moléculas redutoras sédo a frutose, a galactose, o
acido ascorbico, a glutationa e o acido lipsico ©°,

Com o objetivo de testar in vitro a influéncia desses possiveis interferentes da glucose
no processo de sintese de AuNPs em solucdo por reducédo com a glucose, foi preparada uma
solugdo-méde com o dobro da concentracéo fisiolégica de cada um deles. Da mesma forma,
também as solucdes de glucose foram preparadas com o dobro das concentracdes que se
desejavam testar.

Em seguida, levou-se a cabo o procedimento experimental esquematizado na Figura

4.2 68
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/1. Misturaram-se 250 ulL da solugéo\
de reserva contendo os interferentes .

- 2. Colocou-se a mistura de glucose

da glucose com 250 uL da solugédo de e agentes TRl e
QEEES, O YO & ISRy e -> interferéncia no agitador vortex e

srlugao fma;l cg_r(’r; ) CRMEEIFEIED :je agitou-se  continuamente  para
glucose pre en |,a_e gue se encontra homogeneizar a mesma,
na gama fisiol6gica para agentes

Qedutores interferentes. /

4. Adicionaram-se 500 pL de HAuCI, e ~15s 3. Adicionaram-se 10 uL de NaOH
3H,O0 0,2 mM e prolongou-se o j 05 M a referida mistura,

processo de agitacdo até se ter simultaneamente ao processo de
verificado uma mudanca de cor da agitacdo, de modo a induzir o pH
solucao. alcalino.

\ 4

5. Uma vez ocorrida a alteracdo de
cor, submeteram-se as solugdes a
agitacdo em vortex durante cerca de
mais 10 segundos, de modo a garantir
a conclusao da reacéo.

Figura 4.2: Esquema do procedimento experimental relativo ao estudo da influéncia dos interferentes
da glucose no processo de sintese de AuNPs em solugéo.

4.2.3. Reagente de Benedict

O reagente de Benedict é normalmente utilizado na detecdo de glucose e de outros
agentes redutores, particularmente em amostras de urina, onde a concentracdo de glucose é
aproximadamente 10 vezes mais baixa do que a encontrada no sangue. Neste caso, utilizou-se
o reagente de Benedict como termo de comparacdo com o método ndo enzimatico de detegdo
de glucose apresentado anteriormente, de modo a avaliar e a comparar a sensibilidade de
ambos os métodos.

O reagente de Benedict (Sigma-Aldrich) foi entdo testado com solugbes de glucose de
diferentes concentragfes, adicionando 50 pL de cada uma dessas solu¢cdes a 500 uL do
referido reagente. O tubo de eppendorf com a mistura resultante foi depois introduzido em agua
a ferver durante cerca de 3 minutos, apos os quais foi removido.

Os resultados obtidos foram posteriormente analisados visualmente e por
espetrofotometria de UV-Vis, por forma a comparar os espetros de absorvancia das diferentes

solugBes com os obtidos através do processo descrito anteriormente em 4.1.
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4.3. Caracterizacdo das AuNPs sintetizadas em solucéo

As AuNPs sintetizadas em solucdo foram observadas e caracterizadas utilizando duas
técnicas de caracterizacao distintas: Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM) e Dispersao
Dindmica da Luz (DLS).

A TEM possibilitou a recolha de imagens de elevada resolucdo, permitindo obter
informacdes no que diz respeito a morfologia e a forma das AuNPs formadas. Ja a técnica de
DLS permitiu efetuar uma avaliacdo mais rigorosa do diametro hidrodindmico dessas mesmas
AuNPs e do modo como este se relaciona com as diferentes concentracdes de glucose

utilizadas no processo de sintese.

4.4. Caracterizacao de diferentes tipos de substratos de papel

Com o objetivo de escolher o tipo de papel mais eficaz e mais adequado ao tipo de
biossensor que se pretendia produzir, foi necessario proceder a caracterizacdo de varios
substratos de papel, recorrendo a diversas técnicas de caracterizagdo, que se encontram
apresentadas e descritas no Capitulo 3 da presente dissertacao.

Utilizaram-se trés tipos de papel: papel Whatman n°1 (GE Healthcare), papel de
fotocépia (Portucel Soporcel) e papel mata-borrdo (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG).

J& no que diz respeito as técnicas de caracterizagdo, foram utilizadas:

- Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM), por forma a observar detalhadamente a

morfologia superficial dos substratos de papel considerados;

- Espetroscopia Dispersiva de Raios-X (EDS), como técnica complementar a SEM, com

o intuito de identificar os elementos quimicos presentes nas amostras;

- Difracédo de Raios-X (DRX), de modo a identificar as diferentes estruturas cristalinas

presentes nos substratos analisados;

- Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Espetroscopia
Raman, com o propdsito de obter informac@o acerca das ligagbes quimicas e dos grupos

funcionais presentes nas moléculas dos referidos substratos;

- Andlise Térmica (TA), com o objetivo de avaliar as propriedades termodinamicas dos
diferentes tipos de papel e o comportamento dos mesmos quando expostos a temperaturas

elevadas;

- Angulo de Contacto, na determinagéo da capacidade de absorcéo de liquidos e das

propriedades hidrofébicas de cada um dos substratos.
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4.5. Construcao dos sensores de papel para detecao de glucose

A construcdo dos sensores de papel foi efetuada com recurso a tecnologia Lab-on-
Paper, a qual consiste basicamente na definicdo de zonas hidrofilicas no papel delimitadas por
regides hidrofdbicas.

O processo de fabricacdo dos dispositivos em papel compreendeu um conjunto de

quatro etapas fundamentais enumeradas de seguida:

1. Preparacao dos substratos de papel: tal como ja foi referido anteriormente, foram
utilizados trés tipos de substratos de papel diferentes: papel Whatman n°1 (adquirido na forma
de folhas de tamanho 570 x 460 mm), papel de fotocopia (adquirido na forma de folhas de
tamanho 297 x 210 mm) e papel mata-borrdo (adquirido na forma de folhas de tamanho 203 x
203 mm). Todos os substratos foram conservados em ambiente seco e sem qualquer tipo de
tratamento adicional prévio a sua utilizacdo, sendo apenas cortados em folhas de tamanho
standard A5 (210 x 148 mm).

2. Desenho da geometria do sensor de papel e dos padrdes de cera hidrofébicos,
com recurso ao Adobe lllustrator, um software de desenho vetorial em computador. Foram
produzidas microplacas de papel com 24, 96 e 384 pocos, semelhantes as microplacas
convencionais de plastico. Os pog¢os foram desenhados com uma largura de linha de 0,5 mm e
com uma distancia entre si de 1 mm. Quanto as dimensoes, a placa de 24 pocos (Figura 4.3A)
apresenta pogos circulares com um didmetro de 16 mm, a placa de 96 pogos (Figura 4.3B)
apresenta pogcos com um didmetro de 7 mm e a placa de 384 pocos (Figura 4.3C) apresenta
pocos com um didmetro de 3,38 mm. As diferentes dimensdes dos pocos permitem proceder a

otimizagdo dos volumes de cada um dos reagentes utilizados na sintese de AuNPs.

A) | ®) |

1 lun

© |

Il

/i lam

Figura 4.3: Microplacas de papel com: (A) 24 pocos; (B) 96 pocos; (C) 384 pogos.

3. Impressédo a cera dos padrBes desenhados, através de uma impressora Xerox
ColorQube 8570 (Figura 4.4A) usada para depositar camadas de material hidrofébico sobre o
substrato. Os reservatoérios de tinta utilizados neste equipamento sdo constituidos por blocos
de cera solida Xerox (Figura 4.4B), que funde a baixas temperaturas. O calor aplicado pela

impressora funde a cera, transferindo os padrées desenhados para a superficie do papel.
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(A)

Figura 4.4: Material utilizado para a impresséo dos padrdes de cera: (A) impressora
de cera sdlida Xerox ColorQube 8570; (B) tinteiros de cera soélida Xerox.

4. Difusdo dos padrdes de cera no papel, com o recurso a uma placa térmica
(Figura 4.5), que permite um aquecimento uniforme dos substratos de papel, difundindo dessa
forma a cera impressa na sua superficie por toda a espessura do mesmo e criando
consequentemente as barreiras hidrofébicas pretendidas que vao delimitar as zonas hidrofilicas
onde séo depositadas as solu¢des aquosas dos varios reagentes. O aquecimento do papel foi

feito a uma temperatura constante de 120 °C durante aproximadamente 1 minuto.

Figura 4.5: Placa térmica SCHOTT ROBAX, utilizada no
processo de difusdo dos padrdes de cera no papel.
No final deste conjunto de etapas, os sensores de papel ficaram prontos para que fosse
feita a deposi¢cdo dos reagentes necessarios ao desenvolvimento das reacdes colorimétricas

associadas a determinag&o dos niveis de glucose.

4.6. Sintese de AuNPs em papel por reducédo com a glucose

Nesta fase do trabalho, foi reproduzida em papel a sintese de AuNPs por redugcao com
a glucose. Os reagentes utilizados foram exatamente os mesmos da sintese em solugéo
descrita anteriormente em 4.1., embora o0s respetivos volumes e concentragdes tenham sido
ajustados neste caso. Para além disso, contrariamente a sintese em solugdo, a sintese em
papel foi efetuada sem qualquer tipo de processo de agitacéo.

As diferentes etapas do referido processo de sintese de AuNPs em papel sdo

enumeradas de seguida no esquema da Figura 4.6:
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ﬁ. Depositaram-se em cada um doh

pocos das microplacas de papel

FECERES  EMEMEEIE & - ik 2. Adicionaram-se a cada um dos

olume O6tmo no caso das .
(V. . ! pocos 3 uL de NaOH 1 M e deixou-
microplacas de 24 e 96 pocos) da .
se secar novamente a temperatura

solucdo de HAuCI, ¢ 3H,O com uma .

5 . ambiente.
concentracao de 0,01 M e deixou-se
secar a temperatura ambiente

Qurante alguns minutos. /

ﬂ Adicionaram-se a cada pogo dh

microplaca 3 pL de cada uma das
solucdes de glucose previamente
4. Prolongou-se o processo de preparadas, com concentragdes
secagem durante mais alguns minutos, <- entre 1,25 e 50 mM, e deixou-se

por forma a garantir a conclusédo da secar a temperatura ambiente
reacao. durante breves segundos até ter
comecado a ser visivel a
formacédo de cor, correspondente

Qformagéo de AuNPs no papel. /

5. Repetiu-se todo o procedimento
experimental  descrito  utilizando
diferentes formatos de microplacas
de papel, de modo a otimizar os
volumes de cada um dos reagentes
depositados. Testaram-se também
diferentes concentracdes de HAuCl,
e 3H,O (0,01 M e 0,02 M) e de
NaOH (0,25 M, 0,5 M, 1 M e 2 M),
com o objetivo de determinar a
combinacdo que garantisse uma
reacdo mais eficaz com a glucose.

Figura 4.6: Esquema do procedimento experimental relativo ao processo de sintese de AuUNPs em
papel por redugdo com a glucose.

4.6.1. Espetrofotometria de UV/Vis

A semelhanca do que foi mencionado em 4.2.1. para os testes colorimétricos em
solugdo, os resultados obtidos no que diz respeito a sintese de AuNPs em papel utilizando
diferentes concentragdes de glucose foram também analisados por espetrofotometria de UV-
Vis, com o0 objetivo de comparar os espetros de absorvancia dos diferentes pocos da
microplaca de papel e de averiguar a existéncia ou ndo de deslocamento da banda SPR,

analogamente ao observado no caso da sintese em solucéo.
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4.6.2. Analise Digital

A calibracdo é uma das etapas mais importantes do processo de fabricacdo de
qualquer tipo de sensor. No caso do biossensor colorimétrico em questéo, a sua calibracao foi
feita por andlise digital, que consiste numa analise colorimétrica dos resultados.

Assim, por forma a avaliar a sensibilidade do ensaio colorimétrico em papel para
determinac&o do nivel de glucose, foi estudada a resposta colorimétrica do mesmo a diferentes
concentracbes de glucose. Os resultados obtidos foram digitalizados recorrendo a um
digitalizador e posteriormente sujeitos a uma analise RGB (Red Green Blue) através do
software de andlise de imagem ImageJ. Esta analise permite obter as intensidades relativas de
cada canal, que variam entre 0 e 255, sendo todas 0 quando a cor é preta e 255 quando a cor
€ branca. Foram entdo efetuadas medidas da intensidade dos canais RGB em cada pog¢o da
microplaca de papel (correspondente a uma determinada concentracdo de glucose), com base
nas quais foram tragadas as retas de calibracdo necessarias para o correto funcionamento do

sensor considerado.

4.7. Caracterizacdo das AuNPs sintetizadas em papel

Analogamente ao referido em 4.3. para as AuNPs sintetizadas em solugdo, também as
AuNPs sintetizadas em papel foram observadas e caracterizadas com recurso a diferentes
técnicas de caracterizacao.

Neste caso, foram utilizadas a Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM), a
Espetroscopia Dispersiva de Raios-X (EDS), a Difracdo de Raios-X (DRX) e a Espetroscopia
Raman, com o objetivo de confirmar a presenca de AuNPs no papel e de obter informacédo

morfolégica, quimica e estrutural acerca das mesmas.

4.8. Fabricacao do dispositivo final

O processo de fabricacdo do dispositivo final para detecdo e quantificacdo de glucose

em amostras englobou essencialmente trés etapas, as quais sdo enumeradas de seguida:

1. Impressdo da camada intermédia (pogos) do sensor, de acordo com 0 processo

anteriormente descrito em 4.5.;

2. Deposicdo dos reagentes necessarios a formagédo das reacgdes colorimétricas

pretendidas, e posterior secagem dos mesmos a temperatura ambiente;

3. Impressdo das camadas de encapsulamento, utilizando a impressora Xerox
ColorQube 8570, e montagem do dispositivo final. Uma vez concluido o processo de
secagem, o papel foi novamente colocado na impressora para impressao da frente e do verso,
de modo a encapsular os pocgos. Estas duas camadas ndo foram difundidas. A Figura 4.7
ilustra aquilo que acontece na superficie do papel antes e depois da difusdo da cera e depois

do encapsulamento, quando é depositado um determinado volume de liquido.
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Figura 4.7: Representacdo esquematica das etapas de (A) impresséo, (B) difusédo da
cera e (C) encapsulamento. Efeitos de cada etapa no confinamento do liquido (ilustrado
a azul) no papel ((D), (E) e (F), respetivamente). Os blocos e linhas a preto representam
a cera impressa e 0s blocos a cinzento a cera difundida. Adaptado de Costa o],

4.8.1. Analise Digital

A semelhanca do que foi referido em 4.6.2. para a avaliagéo da sensibilidade do ensaio

colorimétrico e subsequente calibracdo do sensor de papel, também nesta fase foi efetuada

uma andlise digital do dispositivo final fabricado.

Os dispositivos foram testados com diferentes concentragcées de glucose e sujeitos a

uma analise RGB (Red Green Blue) através do software de analise de imagem ImageJ. Foi

ainda estabelecida uma comparacdo entre a analise RGB dos resultados digitalizados

recorrendo a um digitalizador e dos obtidos através de fotografia utilizando uma camara de

©) g

smartphone (Figura 4.8).

Figura 4.8: Esquema representativo do processo de (A) aquisicao de imagens dos sensores
colorimétricos, utilizando uma camara de smartphone e (B) leitura e analise das imagens
obtidas através de algoritmos computacionais, para posterior quantificagao dos resultados.

39



40

Capitulo 4 — Materiais e Métodos
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Capitulo 5

5. APRESENTAGAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no decorrer do presente
trabalho, sendo igualmente efetuada a discussdo dos mesmos.

Em primeiro lugar, sdo apresentados os resultados correspondentes a sintese de
AuNPs em solucdo por reducdo com a glucose, bem como a caracterizacdo estrutural e
morfolégica das AuNPs sintetizadas. De seguida, apresenta-se a caracteriza¢do estrutural,
morfolégica, quimica e térmica dos diferentes substratos de papel testados e utilizados no
desenvolvimento do sensor colorimétrico: papel Whatman n°l, papel de fotocépia e papel
mata-borrdo. Sao depois apresentados e analisados os resultados relativos a sintese de
AuNPs em papel, assim como as otimizacdes e calibragbes realizadas e a caracterizacio
estrutural, morfolégica e quimica das referidas NPs, efetuada com o recurso a técnicas
complementares, nomeadamente SEM, EDS, DRX e Espetroscopia Raman. E também
estabelecida uma comparacédo entre a sintese em solucao e a sintese em papel.

Por dltimo, sdo apresentados e discutidos os resultados da anélise digital colorimétrica
efetuada, estabelecendo-se uma comparacdo entre os resultados digitalizados recorrendo a

um digitalizador e os obtidos através de fotografia utilizando uma cdmara de smartphone.

5.1. Sintese de AuNPs em solucao por reducdo com a glucose

A sintese de AuNPs em solugdo, efetuada na fase inicial do presente trabalho, foi
realizada utilizando a glucose simultaneamente como agente redutor e de capping das NPs.
Por um lado, o grupo aldeido da molécula de glucose reduz o acido tetracloroaurico (HAuCl,)
de um estado de oxidacgédo de Au®* para Au’, o que resulta na formacédo de sementes de AuNPs
em solugdo. Pesquisas adicionais indicaram que o ouro reduzido néo é estavel sob a forma de
AuNPs em solucdo devido a grande dificuldade de estabilizacdo das mesmas em meio acido.
Por outro lado, a referida sintese é favorecida na presenga de um meio alcalino, pelo que foi
utilizada neste caso uma solucdo de NaOH de forma a garantir a existéncia das condictes

(68, 108] para além disso, a

alcalinas favoraveis ao desenvolvimento da reacdo pretendida
glucose funciona neste caso como estabilizador das AuNPs ligando-se a superficie das
mesmas e formando uma espécie de revestimento que cobre as NPs impedindo que elas se
agreguem (capping).

Foram testadas diferentes concentracdes de glucose (1,25 — 50 mM) de modo a avaliar
a sua influéncia na reacgéo, tendo sido registadas altera¢g@es a varios niveis. No que diz respeito
as alteracbes de cor da solucdo, os resultados obtidos podem ser facilmente analisados

através de uma inspecéo visual (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Diferengas colorimétricas observadas em solu¢des contendo AuNPs sintetizadas por
reducdo com a glucose, utilizando diferentes concentra¢des do agente redutor.
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Tal como é possivel observar através da Figura 5.1, sdo de facto evidentes as
mudancas de cor das solu¢Bes de AuNPs. Para concentracfes mais baixas de glucose as
solucdes apresentam uma cor azul/pirpura, ao passo que para concentragdes mais altas de
glucose as solu¢des adquirem uma cor rosa/avermelhada. Estas alteracdes de cor estéo
relacionadas com o tamanho das AuNPs formadas em solugdo: a cor azul esta associada a
NPs de maiores dimensdes, enquanto que particulas mais pequenas dizem respeito a
presenca da cor avermelhada.

E ainda importante referir que se tentou reproduzir esta sintese de AuUNPs em solucéo
utilizando concentragBes de glucose inferiores a 1,25 mM, embora nesses casos ndo tenha
sido possivel observar qualquer formacédo de cor nas solugdes, pelo que se pode concluir que o
limite de detecdo deste ensaio colorimétrico se encontra proximo de uma concentracdo de
glucose de 1,25 mM. Este baixo limite de detecdo é significativo para testar situagbes de
hipoglicemia (concentracdes de glucose inferiores a 50 mg/dL, ou seja, 2,8 mM), uma condi¢édo

comum gue em casos extremos pode levar ao coma ou até mesmo a morte.

5.1.1. Espetrofotometria de UV-Vis

Os resultados colorimétricos obtidos foram posteriormente analisados por
espetrofotometria de UV-Vis, de modo a comparar os espetros de absorvancia das diferentes
solucdes e a observar o deslocamento da banda SPR para as diferentes concentracdes de
glucose testadas.

Foram utilizadas microplacas em poliestireno com 96 pogos, transparentes e com fundo
plano, tendo sido depositados em cada poco 200 uL de cada uma das solugcfes de AuNPs a
analisar. As leituras foram efetuadas na gama de comprimentos de onda entre 450 e 750 nm,
correspondente a regido visivel do espetro eletromagnético. As curvas UV-Vis obtidas foram
posteriormente normalizadas de forma a facilitar a sua interpretacdo e comparacdo. Os
espetros de absorvancia normalizados das diferentes solu¢cdes encontram-se apresentados no
gréafico da Figura 5.2A.

Ja o grafico da Figura 5.2B mostra as alteracdes registadas no pico da banda SPR, em
funcdo da concentracdo de glucose utilizada na sintese de AuNPs. Foram efetuadas seis
repeticdes da referida sintese em solugcéo para cada uma das doze concentracdes de glucose
testadas, obtendo-se os respetivos espetros de absorvancia por espetrofotometria de UV-Vis, a
semelhanga daquilo que ja foi descrito anteriormente. Valores médios e desvios-padrao foram

posteriormente calculados e utilizados na construgao do grafico apresentado.
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Figura 5.2: (A) Espetros de absorvancia normalizados das diferentes solu¢des de AuNPs e respetivo
deslocamento da banda SPR; (B) Alteragcdes no pico da banda SPR, registadas em fung¢do da
concentragdo de glucose utilizada na sintese das AuNPs.

Através do gréfico da Figura 5.2A é facilmente observavel um deslocamento da banda
SPR para comprimentos de onda mais pequenos a medida que se aumenta a concentragdo de
glucose utilizada na sintese das AuNPs. Para a concentracdo mais baixa de glucose (1,25 mM)
0 pico da ressonancia plasmonica de superficie situa-se um pouco acima dos 580 nm,
enquanto que a concentracdo mais elevada de glucose (50 mM) regista um pico préximo dos
530 nm. Este deslocamento da banda SPR esta evidentemente relacionado com a mudanca de
cor das solugdes que por sua vez se relaciona com o tamanho das AuNPs formadas.

Para além disso, a andlise do grafico da Figura 5.2B permite constatar que as
alteracdes mais significativas ocorrem para as concentracées mais baixas de glucose (até 10
mM). Por outro lado, acima de 20 mM as variacbes na banda SPR sdo praticamente
inexistentes, 0 que revela um comportamento de "saturacdo" em concentracdes mais elevadas
de glucose que pode ser justificado pelo facto da glucose estar a cobrir cada vez mais a
superficie das AuNPs sintetizadas em solugdo. Uma vez formadas as NPs, existe uma
guantidade finita de superficie disponivel para ser coberta, sendo que para as concentragdes
de glucose acima de 20 mM o excesso de glucose vai deixando de ser capaz de interagir
diretamente com as superficies das NPs, o que faz com que as alteragdes no tamanho ou na
forma das mesmas e consequentemente as variagfes na banda SPR sejam cada vez mais

desprezaveis °®.
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O gréafico da Figura 5.3 regista o tempo de formacdo das AuNPs em solucédo, em
funcéo da concentracao de glucose utilizada na sintese, permitindo aferir a cinética da reacéo.
Os dados foram obtidos com base em trés repeticbes da referida sintese e no posterior calculo

dos valores médios e desvios-padréo.
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Figura 5.3: Tempo de formagdo das AuNPs em solugdo, em fungdo da concentragcdo de
glucose utilizada na sintese.

Os resultados apresentados mostram uma clara tendéncia de que a medida que a
concentracdo de glucose aumenta a formacdo de NPs ocorre muito mais rapidamente,
tornando-se praticamente instantdnea para concentragcdes mais elevadas. O tempo que as
solu¢des demoram a mudar de cor varia entre os 83 segundos para a concentracdo mais baixa
e 0s 6 segundos para a concentracdo mais alta de glucose. Para além disso, € possivel
verificar que para concentragBes superiores a 15 mM o tempo de formag&o das AuNPs deixa
de apresentar variacGes significativas, o que indica que a glucose presente em excesso nao
desempenha um papel direto na formacé&o de NPs.

Este é assim outro método util para a quantificacao dos niveis de glucose em amostras:
a formacao de NPs mais lenta (superior a 20 segundos) esta associada a niveis saudaveis de
glucose no sangue, enquanto a formagdo de NPs mais rapida (inferior a ~20 segundos) é
atribuida a elevados niveis de glucose no sangue.

A Tabela 0.1, apresentada no Anexo |, permite complementar os graficos das Figuras
5.2B e 5.3, estabelecendo uma comparacao entre o deslocamento da banda SPR e o tempo de
formacdo das AuNPs para as diferentes concentracdes de glucose testadas. Analisando a
referida tabela e os dois graficos anteriores, verifica-se que a tendéncia observada na evolugao
do pico da banda SPR é muito semelhante a registada no tempo de formacdo das AuNPs.
Ambos o0s parametros registam claramente variacdes mais acentuadas ao longo das
concentracdes mais baixas de glucose, apresentando alterac6es cada vez menos significativas
a medida que se aumenta a concentracdo e que a superficie das NPs atinge uma situacdo de

“saturagdo” com a glucose.
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5.1.2. Influéncia de alguns interferentes da glucose

Embora tenha ficado demonstrada a capacidade da glucose reduzir o &cido
tetraclorodurico e formar AuNPs em solucdo, existem também outras moléculas redutoras
presentes no soro, nomeadamente a frutose, a galactose, o acido ascérbico, a glutationa e o
acido lipéico ¥

De forma a testar a influéncia desses possiveis interferentes no processo de sintese e
nos ensaios colorimétricos levados a cabo, a formacdo de NPs foi observada em solugdes
contendo diferentes concentracdes de glucose, para além de concentracdes fisioldgicas de
cada uma das seis moléculas acima mencionadas.

A Figura 5.4 apresenta os resultados obtidos no que diz respeito aos testes
colorimétricos efetuados utilizando diferentes concentracdes de glucose e simultaneamente na

presenca dos referidos interferentes da glucose.
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Figura 5.4: Diferengas colorimétricas observadas em solugées de AuNPs sintetizadas por redugédo com
diferentes concentrag6es de glucose e na presencga de outras moléculas redutoras, de forma a estudar a
sua influéncia na sintese.

Observando a Figura 5.4 pode concluir-se que os interferentes testados ndo tém
gualquer influéncia na sintese de AuNPs, uma vez que as alteracBes de cor das solu¢des de
sal de ouro sdo semelhantes quer a rea¢do ocorra apenas na presenca da glucose (ver Figura
5.1) ou na presenca da glucose e dos seus interferentes: para concentra¢cdes mais baixas de
glucose as solugdes apresentam uma cor azul/purpura, adquirindo uma cor rosa/avermelhada
a medida que se atingem concentragces mais elevadas. Tal como ja foi referido anteriormente,
as mudancas de cor ocorridas estdo relacionadas com a alteracdo do tamanho das AuNPs
formadas.

Para além disso, foi também testado se a mistura de interferentes por si s6 (sem
glucose) seria capaz de provocar algum tipo de alteragéo colorimétrica na solucdo de HAuUCI,,
no entanto ndo se verificou qualquer mudanca de cor tendo a solu¢cdo permanecido incolor, o
gue permite concluir que a reagao s acontece na presencga da glucose.

Os resultados colorimétricos obtidos foram analisados por espetrofotometria de UV-Vis,
de modo a comparar os espetros de absorvancia das diferentes solucdes e a observar o
deslocamento da banda SPR para as diferentes concentracdes de glucose testadas. Os
espetros de absorvancia normalizados das diferentes solucdes e as alteracfes no pico da

banda SPR encontram-se apresentados nos gréaficos das Figuras 5.5A e 5.5B respetivamente.
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Figura 5.5: (A) Espetros de absorvancia normalizados das diferentes solu¢ées de AuNPs e respetivo
deslocamento da banda SPR, sendo possivel constatar também a ndo influéncia dos interferentes da
glucose na sintese; (B) Alteragdes no pico da banda SPR, registadas em fun¢éo da concentracdo de
glucose utilizada na sintese das AuNPs.

Analogamente ao apresentado nos gréficos da Figura 5.2, onde néo foi estudada a
influéncia de qualquer interferente da glucose, também neste caso é possivel observar um
deslocamento da banda SPR para comprimentos de onda mais pequenos & medida que se
aumenta a concentracao de glucose utilizada na sintese das AuNPs. Os picos da banda SPR
variam neste caso entre os 598 nm para a concentragéo mais baixa de glucose (1,25 mM) e os
544 nm para a concentragdo mais elevada (50 mM).

O espetro de absorvancia correspondente a amostra sem glucose permite também
confirmar a nao influéncia dos interferentes da glucose na sintese, uma vez que 0 mesmo nao
apresenta qualquer pico de absorvancia, o que significa que sem a presenca de glucose nao

ocorre formacao de AuNPs.

5.1.3. Reagente de Benedict

Com o objetivo de avaliar e comparar diferentes métodos de detegdo de glucose,
utilizou-se o reagente de Benedict, normalmente usado na detecdo ndo sO de glucose mas
também de outros agentes redutores.

Os resultados relativos aos testes colorimétricos efetuados na presenca deste reagente
de cor azul encontram-se apresentados na Figura 5.6. A sua analise permite afirmar que o
reagente de Benedict parece ser significativamente menos sensivel para solugcdes com
concentracbes mais baixas de glucose, uma vez que nestas as alteracbes de cor sdo

praticamente inexistentes. E possivel observar uma ligeira alteracdo de cor a partir apenas dos
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10 mM, o que reflete uma dificuldade de aplicacdo do método em questdo na gama de valores
ditos normais no que diz respeito a concentragcdo de glucose no sangue. Para além disso, €
ainda possivel constatar que este método apresenta menor sensibilidade na detecéo de
glucose quando comparado com 0 método ndo enzimatico testado e analisado anteriormente.

A 92 N

20 ™ e\ ™ N ™

) 1

Figura 5.6: Diferencas colorimétricas observadas em solucdes de glucose com diferentes concentragoes,
apdés reagdo com o reagente de Benedict.

De forma a complementar a inspecdo visual efetuada, as solu¢gbes acima foram
também analisadas por espetrofotometria de UV-Vis. Os espetros obtidos, que neste caso ndo
foram normalizados de modo a facilitar a analise dos mesmos, encontram-se presentes no
grafico da Figura 5.7, mostrando de facto a existéncia de um pico de absorvancia proximo dos
740 nm. Contudo, neste caso esse pico ndo apresenta oscila¢cdes significativas na gama
selecionada de comprimentos de onda (450 — 1000 nm) em funcdo da concentracdo de
glucose utilizada, mantendo-se praticamente estavel, o que faz com que este método se revele
insuficiente e pouco eficaz na comparacdo de amostras com diferentes concentragbes de
glucose.

-1,25mM
—1,5mM
—2mM
imM
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~7mM
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—12 mM
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20mM
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15

Absorvancia (u. a.)

o ' e 4
450 550 650 750 850 950
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.7: Espetros de absorvancia ndo normalizados das diferentes solu¢cdes de glucose
apos reagdo com o reagente de Benedict. O pico de absorvancia mantém-se estavel, ndo
sendo observados deslocamentos consideraveis da curva UV-Vis em funcéo da concentracdo
de glucose utilizada.
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5.2. Caracterizacdo das AuNPs sintetizadas em solucéo

As AuNPs formadas em solugdo por reducéo do acido tetraclorodurico com a glucose
foram observadas e caracterizadas utilizando duas técnicas de caracterizacdo distintas: a
Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM) e a Dispersao Dinamica da Luz (DLS).

Os resultados relativos a cada uma destas técnicas sao apresentados de seguida.

5.2.1. Microscopia Eletronica de Transmissao

A TEM tornou possivel a recolha de imagens de elevada resolugdo, permitindo obter
informacdes no que diz respeito a morfologia e a forma das AuNPs produzidas.

Relativamente a preparacdo das amostras, foi utilizado como suporte uma grelha de
cobre coberta por um filme fino de carbono, o qual se caracteriza pela sua transparéncia e
resisténcia ao feixe de eletrdes. O filme de carbono foi entdo mergulhado na solu¢do contendo
as AuNPs sintetizadas e deixado a secar a temperatura ambiente durante alguns minutos,
sendo depois colocado sobre a grelha de cobre para posterior analise no TEM.

Foram obtidas imagens de AuNPs sintetizadas usando trés concentracdes diferentes
de glucose: uma concentracao baixa (1,25 mM), uma concentracédo intermédia (10 mM) e uma
concentracao elevada (50 mM).

A Figura 5.8 apresenta imagens de TEM com diferentes ampliagbes das AuNPs
sintetizadas utilizando uma concentracéo de glucose de 1,25 mM.

Figura 5.8: Imagens de TEM da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma
concentragdo de glucose de 1,25 mM. As imagens exibidas apresentam
diferentes niveis de ampliacéo.
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Analisando as imagens, € possivel verificar que as AuNPs apresentam formas por
vezes bastante irregulares e assimétricas (Figuras 5.8A e 5.8C), embora possam ser
encontradas AuNPs com uma configuragdo aproximadamente esférica (Figuras 5.8B e 5.8D).

As AuNPs obtidas neste caso possuem um didmetro médio entre 50 e 100 nm. Para
além disso, nas imagens relativas as AUNPs com uma forma mais esférica é possivel observar
gue as mesmas se encontram cobertas por uma espécie de capa de carbono. Isto resulta do
facto da glucose funcionar simultaneamente como agente de capping, revestindo dessa forma
as AuNPs e impedindo que elas se agreguem.

Foi também efetuada uma andlise quimica das AuNPs formadas. O espetro obtido
encontra-se apresentado na Figura 5.9 e nele podem observar-se claramente trés picos (2,2
keV, 9,7 keV e 11,5 keV) correspondentes a existéncia de ouro na amostra. Verifica-se ainda a
existéncia na grelha de TEM de uma grande quantidade de impurezas, as quais podem advir

de eventuais contaminac¢des com restos da solugdo de sal de ouro.
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Figura 5.9: Espetro EDS da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma
concentragéo de glucose de 1,25 mM e identificagdo dos picos caracteristicos.
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Na Figura 5.10 encontram-se reunidas imagens de TEM com diferentes ampliacdes

das AuNPs sintetizadas utilizando uma concentracédo de glucose de 10 mM.

Figura 5.10: Imagens de TEM da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma
concentragdo de glucose de 10 mM. As imagens exibidas apresentam diferentes
niveis de ampliacéo.

Observando as imagens, pode constatar-se que as AuNPs continuam a apresentar
formas bastante diversas ainda que seja visivel uma maior regularidade e simetria. E possivel
encontrar AuNPs com uma forma aproximadamente circular, triangular (Figuras 5.10C e
5.10D), quadrada e pentagonal. A Figura 5.10A mostra ainda a existéncia de alguns
aglomerados de NPs resultantes da agregacdo das mesmas. No que diz respeito ao tamanho,
e tal como era expectavel, as AuNPs obtidas s&do consideravelmente mais pequenas em
comparacao com as da Figura 5.8, apresentando um diametro médio entre 5 e 20 nm.

O espetro EDS relativo as AuNPs da Figura 5.10 esta apresentado na Figura 5.11.
Continuam a ser detetados, ainda que com uma menor intensidade, os trés picos (2,2 keV, 9,7
keV e 11,5 keV) correspondentes a presenca de ouro na amostra, sendo também registada a

presenca de impurezas na amostra, embora em menor quantidade do que na anterior.
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Figura 5.11: Espetro EDS da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma

A Figura 5.12 mostra imagens de TEM com diferentes ampliacdes das AuNPs

sintetizadas utilizando uma concentracéo de glucose de 50 mM.

Figura 5.12: Imagens de TEM da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma
concentragdo de glucose de 50 mM. As imagens exibidas apresentam diferentes
niveis de ampliacéo.
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Estas AuNPs aparentam ser bastante homogéneas, apresentando na sua maioria uma
forma aproximadamente circular e um diametro médio entre 3 e 20 nm.

As Figuras 5.8, 5.10 e 5.12 permitem entdo concluir que de uma forma geral e tal
como era esperado as dimensdes das AuNPs sintetizadas diminuem a medida que se aumenta
a concentracdo do agente redutor. As maiores AuNPs, formadas a concentracdes mais baixas
de glucose, sdo ao que tudo indica o resultado de um mecanismo cinético de agregagdo, uma
vez que a quantidade de glucose envolvida na sintese € insuficiente para cobrir toda a
superficie das NPs, aumentando a probabilidade destas se agregarem. Por outro lado, uma
maior quantidade de glucose, capaz de revestir totalmente a superficie das NPs, vai dificultar o
processo de agregacédo, resultando em NPs de menores dimensfes. O capping efetuado pela
glucose é assim um fator preponderante no tamanho das AuNPs formadas. Para além disso,
concentragcdes mais elevadas de glucose resultam na formagédo de NPs com uma simetria e
uma homogeneidade cada vez maiores.

E ainda possivel correlacionar a diferenca de tamanho entre as NPs em diferentes
concentracbes de glucose com as alteracdes observadas na posicdo e na forma da banda

plasménica de superficie, relatadas anteriormente.

Relativamente & andlise quimica, a Figura 5.13 apresenta o espetro correspondente as
AuNPs da Figura 5.12, no qual é possivel observar mais uma vez os trés picos caracteristicos

da presenca de ouro na amostra, bem como os picos associados a existéncia de impurezas na

mesma.
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Figura 5.13: Espetro EDS da amostra de AuNPs sintetizadas utilizando uma
concentragdo de glucose de 50 mM e identificagdo dos picos caracteristicos.
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5.2.2. Disperséo Dinamica da Luz

A DLS permitiu avaliar de uma forma mais rigorosa o diametro das AuNPs produzidas e
0 modo como este se relaciona com as diferentes concentracdes de glucose utilizadas no
processo de sintese.

De forma a garantir uma boa interacdo entre a luz e as amostras a analisar, efetuou-se
uma diluicdo de 1:15 de todas as solugfes de AUNPs em agua desionizada de modo a induzir
uma atenuacdo da cor, tornando-as mais transparentes. As solugfes diluidas foram depois
colocadas em pequenas cuvettes descartaveis de policarbonato, as quais foram entdo
introduzidas uma a uma no espetrofotometro para posterior anélise das amostras, obtendo-se
graficos com varia¢des de intensidade resultantes da interagédo da luz com a amostra e da sua
consequente dispersdo em diferentes dire¢bes. Com base nessas variacdes de intensidade, o
software utilizado procedeu automaticamente ao calculo do didmetro médio das AuNPs em
solucao, assim como dos respetivos desvios-padrao.

Os resultados obtidos encontram-se apresentados no gréfico da Figura 5.14 e na
Tabela 0.2 apresentada no Anexo Il.

Didmetro médio das AuNPs (nm)

10 20 30 40 50 60

Concentraglo de glucose (mM)

Figura 5.14: Variacdo do diametro médio das AuNPs em solugdo, em fung¢édo da concentragéo
de glucose utilizada no processo de sintese. Um aumento da concentracdo de glucose esta
associado a uma diminui¢éo do diametro das NPs.

Analisando a referida tabela e o grafico da Figura 5.14 é possivel concluir que, tal
como era expectavel, a medida que se aumenta a concentracdo de glucose utilizada no
processo de sintese das AuNPs se verifica uma diminuigdo do diametro médio das AuNPs
formadas, o qual varia entre os 14 nm (para uma concentracdo de 50 mM) e os 45 nm (para
uma concentracdo de 1,25 mM). Os resultados obtidos através da DLS permitem assim
confirmar os resultados obtidos através da TEM, verificando-se uma complementaridade de

técnicas de caracterizacéo.
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Nota ainda para os desvios-padréo calculados, que apresentam valores extremamente
elevados. Estes valores podem ser explicados pelo facto da luz interagir com diferentes
conjuntos de NPs, alguns deles possivelmente aglomerados, o que resulta numa grande
diversidade de tamanhos dessas NPs e no consequente aumento do erro associado as
medicbes efetuadas com recurso a técnica de DLS. Ainda assim, é possivel observar a

tendéncia da diminuicdo do tamanho das NPs com o aumento da concentracdo de glucose.

5.3. Caracterizacao de diferentes tipos de substratos de papel

No presente trabalho, foi realizada a caracterizagcéo dos diferentes substratos de papel
testados e utilizados no desenvolvimento do sensor de papel: papel Whatman n°1, papel de
fotocépia e papel mata-borrdo. Uma vez que estes papéis sdo usados como suporte para 0s
ensaios colorimétricos efetuados, é fundamental obter informacBes acerca das suas
propriedades estruturais, morfologicas, quimicas e térmicas.

Foram utilizadas as seguintes técnicas de caracterizagdo: Microscopia Eletrénica de
Varrimento com Espetroscopia Dispersiva de Raios-X, Difracdo de Raios-X, Espetroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier, Espetroscopia Raman, Termogravimetria,

Calorimetria Diferencial de Varrimento e medig&o do Angulo de Contacto.

5.3.1. Microscopia Eletronica de Varrimento

A Microscopia Eletronica de Varrimento foi utilizada com o objetivo de observar o mais
detalhadamente possivel a morfologia superficial dos substratos de papel considerados. As
imagens de SEM do papel Whatman n°l, do papel de fotocépia e do papel mata-borrdo

encontram-se apresentadas nas Figuras 5.15, 5.16 e 5.17, respetivamente.

Figura 5.15: Imagens de SEM do papel Whatman n°1 com uma ampliagdo de (A) 250x e (B) 1000x.
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Figura 5.16: Imagens de SEM do papel de fotocopia com uma ampliagédo de (A) 250x e (B) 1000x.
As circunferéncias a branco indicam a existéncia de aglomerados cristalinos nas fibras do papel.

Figura 5.17: Imagens de SEM do papel mata-borrdo com uma ampliagdo de (A) 250x e (B) 1000x.

Analisando as imagens de SEM apresentadas, € possivel observar que, tal como era
expectavel, existem diferengcas na morfologia dos trés substratos de papel. Embora seja visivel
a rede tridimensional de fibras de celulose que constituem cada um dos papéis, essas fibras
apresentam geometrias distintas dependendo do tipo de papel: enquanto as fibras do papel de
fotocdpia sdo mais achatadas, as do papel Whatman e do papel mata-borrdo possuem uma
geometria mais cilindrica, o que contribui para uma maior espessura desses papéis, sobretudo
do papel mata-borrdo. Relativamente a disposicdo das fibras, estas tém uma orientacdo
horizontal resultante das a¢Bes mecénicas as quais foram sujeitas durante o processo de
fabrico do papel.

Verifica-se também uma diferenca significativa de porosidade entre os papéis: o papel
Whatman é o mais poroso, seguido do papel mata-borrdo, enquanto o papel de fotocépia é
aguele que apresenta uma maior densidade de fibras e consequentemente uma menor
porosidade e uma superficie mais uniforme, o que o torna ideal como suporte para a escrita e
impresséo.

Finalmente é ainda possivel observar nas imagens de SEM do papel de fotocOpia
(Figura 5.16) a presenca de aglomerados cristalinos nas superficies das fibras, que
correspondem muito provavelmente ao CaCO; adicionado durante o processo de fabrico deste

papel e que é responsavel por lhe conferir uma maior opacidade, brilho e brancura .,
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5.3.1.1. Espetroscopia Dispersiva de Raios-X

De modo a complementar os resultados obtidos por SEM e a confirmar que os
aglomerados cristalinos observados nas imagens do papel de fotocépia sao de facto
constituidos por CaCOs;, foi efetuada uma analise elementar por Espetroscopia Dispersiva de
Raios-X, tornando possivel a identificacdo dos elementos quimicos presentes nas amostras.

A Figura 5.18A apresenta os espetros cumulativos da andalise EDS de cada um dos

substratos de papel.
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Figura 5.18: Analise EDS dos substratos de papel utilizados: (A) Espetros cumulativos e identificacéo
dos elementos quimicos comuns a todos os tipos de papel; (B) Ampliagdo do espetro referente ao
papel de fotocopia e identificacdo dos elementos quimicos presentes apenas neste tipo de papel.

Nos espetros EDS relativos ao papel Whatman n°1 e ao papel mata-borrdo, € possivel
observar quatro picos caracteristicos. Os dois picos mais a esquerda no espetro correspondem
ao carbono (E = 0,28 keV) e ao oxigénio (E = 0,52 keV), sendo, tal como era expectavel, os
que possuem maiores intensidades, uma vez que sdo 0s elementos que constituem o
componente em maior quantidade no papel — a celulose. Ja os picos correspondentes as
energias E = 2,12 keV e E = 2,84 keV dizem respeito ao ouro e ao paladio, respetivamente,
usados como cobertura metalica (coating) dos substratos analisados.

O espetro EDS relativo ao papel de fotocopia (Figura 5.18B) apresenta, para além dos
picos referidos anteriormente, dois picos caracteristicos do célcio (E = 3,6 keV e E = 4,0 keV),
0 que permite confirmar que os aglomerados cristalinos observados nas imagens de SEM
correspondem efetivamente ao CaCOs.

No caso do papel de fotocopia, foram ainda detetados outros elementos, embora em
guantidades residuais, nomeadamente o sddio (E = 1,04 keV) e o cloro (E = 2,6 keV). De
referir ainda que a técnica de EDS né&o permite detetar hidrogénio, elemento constituinte da
celulose, juntamente com o carbono e o oxigénio, razdo pela qual nao aparece no espetro

qualquer pico associado a este elemento.
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Para além do espetro cumulativo, a andlise EDS fornece também um mapa de
distribuicdo dos diferentes elementos presentes na amostra. Os mapas sédo obtidos através de
milhares de varrimentos do feixe de eletr6es na area selecionada. Quando os detetores
detetam a presenca de um determinado elemento, o software do equipamento acrescenta um
pixel branco na zona correspondente a essa detecao [,

As Figuras 5.19, 5.20 e 5.21 mostram os mapas de distribuicdo dos principais

constituintes de cada um dos tipos de papel analisados.

25um

Figura 5.19: Imagem de SEM e mapas de distribuicdo dos elementos detetados no papel Whatman
n°l. As imagens foram coloridas artificialmente de forma a facilitar a analise das mesmas.

25um !

Figura 5.20: Imagem de SEM e mapas de distribuicdo dos elementos detetados no papel mata-
borrdo. As imagens foram coloridas artificialmente de forma a facilitar a analise das mesmas.
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'ZSum'

Figura 5.21: Imagem de SEM e mapas de distribuicdo dos elementos detetados no papel de
fotocdpia. As imagens foram coloridas artificialmente de forma a facilitar a analise das mesmas.

A intensidade de cor nos mapas de distribuicdo corresponde a detecdo de cada
elemento na amostra analisada. Assim, analisando os mapas apresentados é possivel concluir
que o carbono e o oxigénio sdo de facto os principais constituintes de todos os tipos de papel,
sendo inclusive os Unicos constituintes do papel Whatman e do papel mata-borrao.

J& o elemento calcio encontra-se presente em menor quantidade mas ainda assim
numa proporgdo consideravel em relacdo ao carbono e ao oxigénio, estando o seu mapa de
distribuicdo de acordo com a presenca dos aglomerados cristalinos entre as fibras de celulose
do papel de fotocopia.

De referir ainda que a andlise EDS por si s6 ndo é suficiente para fornecer toda a
informacdo necesséria a identificagcdo dos constituintes de uma amostra dado que apenas
deteta os elementos relativos, no entanto a sua complementaridade com outras técnicas

permite proceder a essa identificacdo de uma forma bastante valida.

5.3.2. Difragdo de Raios-X

A Difragdo de Raios-X permitiu efetuar uma andlise estrutural dos substratos de papel
considerados, tornando possivel a identificacdo das estruturas critalinas neles presentes.
Os difratogramas obtidos, assim como a identificacdo dos picos caracteristicos

encontram-se apresentados na Figura 5.22.

58



Capitulo 5 — Apresentacgéo e Discussédo de Resultados

a
! e Celulose tipo | Papel Whatman n® 1
B ) ) 4 .
. : + Calcite Papel de Fotocdpia
e : Pape!l Mata-borrdo
; |
1
| ' '
' 1
- : 1 *
< ' !
3 ! 1
- | 1 i
1
g : ‘(I
1 { * * *
/o **
[ 3 - TN’ 1\
5 ‘ - ! —— A A A A A
g i | e e
£ 1 !
t 1 1
Ll
! \ H
P! i
! B
| [ h
b, “
L A
1 1 R S
f— | - - -
10 20 10 40 S0 60 70
20 (angulo)

Figura 5.22: Difratogramas dos substratos de papel analisados e identificagdo das estruturas
cristalinas neles presentes.

A andlise dos difratogramas acima permite verificar que todos os substratos de papel
apresentam os picos caracteristicos da celulose tipo |, a qual apresenta uma estrutura cristalina

(ao contrario da celulose tipo Il que é amorfa) que pode ser dividida em dois tipos: celulose I,

(estrutura monoclinica) e celulose 1, (estrutura triclinica). Estes dois tipos podem coexistir
estruturalmente "% . No caso do difratograma do papel Whatman, observa-se a existéncia
de dois picos distintos de difracdo a 14,92° e 16,60°, enquanto no caso dos difratogramas dos
papéis de fotocOpia e mata-borrdo se observa a fusdo desses dois picos em apenas um pico
largo a 15,97°. Isto acontece quando os substratos de papel possuem nas suas fibras grandes
quantidades de materiais amorfos, como a lenhina e a hemicelulose. Para além deste pico,
observa-se ainda em todos os substratos de papel a existéncia de um outro pico caracteristico
da celulose tipo | a 22,800 1% 112

O difratograma do papel de fotocépia permite identificar uma outra estrutura cristalina —
a calcite (ou carbonato de célcio) — que ndo se encontra presente nos restantes papéis
analisados, tal como sugerido anteriormente pelos resultados de SEM e EDS.

Para o célculo do indice de cristalinidade (I;) dos diferentes substratos de papel, foi

utilizado o método empirico de Segal et al. ™3

I (%) = loo) = Itamy o~ Eq.5.1
Ioo2)
onde I, representa a intensidade maxima do plano (002) da estrutura cristalina da celulose
tipo | (pico a 22,80°) e I,y representa a intensidade de difracdo da componente amorfa do
material, que corresponde a um angulo 26 = 18°.
Foram obtidos os seguintes indices de cristalinidade: 78,81% para o papel mata-
borréo, 74,37% para o papel Whatman e 69,17% para o papel de fotocopia, reforgando aquilo

que foi dito em relacdo ao contetido de celulose de cada um dos substratos.
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5.3.3. Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier foi utilizada com o
propdsito de obter, de uma forma simples e rapida, informacao relativa a composicao quimica
dos substratos de papel estudados, permitindo identificar as ligagcbes quimicas e os grupos
funcionais presentes nos mesmos, complementando os resultados obtidos por DRX.

Obtiveram-se espetros de FTIR utilizando o médulo ATR, que foram posteriormente
sujeitos a uma corregdo automatica da linha de base e a uma supressédo atmosférica também
automatica de modo a remover as interferéncias de H,O e CO,. O software utilizado na
obtencéo e tratamento dos espetros foi o OMNIC Suite da Thermo Scientific.

Os espetros correspondentes aos diferentes tipos de papel encontram-se apresentados
na Figura 5.23A.
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Figura 5.23: Analise quimica dos substratos de papel considerados: (A) Espetros de FTIR-ATR e
identificacdo das ligagBes quimicas correspondentes aos picos caracteristicos; (B) Estrutura quimica
da celulose.

Observando os espetros representados, € visivel a semelhancga existente entre eles
devido aos seus principais constituintes serem os mesmos, neste caso as fibras de celulose.
Todos os espetros apresentam bandas e picos nas mesmas posi¢cdes, pelo que as suas
andlises foram realizadas de um modo genérico.

A banda por volta dos 3304 cm™ e o pico a 1618 cm™ estdo associados as vibragdes
O-H das moléculas de agua absorvidas pela estrutura cristalina da celulose, ao passo que 0
pico a cerca de 2877 cm™ corresponde as ligagdes C-H presentes na celulose. Esta
predominancia de ligagbes envolvendo o atomo de hidrogénio nesta regido do espetro esta
associada ao peso deste atomo que, sendo de uma ordem de grandeza inferior a dos restantes
atomos que comp&em uma molécula organica, vibra a frequéncias mais elevadas uma vez que
as suas ligacBes necessitam de mais energia para serem perturbadas. Na regido entre 1500 e
900 cm™, denominada regido de impressdo digital, é possivel identificar diversos picos de
absorcao: o pico a 1423 cm™ corresponde a deformacao assimétrica das ligacdes CH,-OH dos

grupos hidroxilo (Figura 5.23B — a)), o pico a 1157 cm™ é devido a deformagcéo assimétrica das
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ligacdes B-glicosidicas C-O-C (Figura 5.23B — b)), o pico a 1026 cm™ resulta da deformacao
assimétrica das ligagcbes C-OH (Figura 5.23B — c)) e o pico a 895 cm™ é caracteristico das
ligacdes B estabelecidas entre os anéis de glucose [10. 14, 114, 115)

No caso do papel de fotocépia regista-se ainda um outro pico a 872 cm™ associado ao
CaCOs, 0 que permite mais uma vez comprovar a presenca deste composto neste substrato.
Para além deste pico, o CaCO; possui ainda um outro a 1415 cm™, porém o0s picos
caracteristicos da celulose existentes nessa zona espetral ocultam este pico impedindo a sua
identificacéo [0, 14

Verifica-se ainda a ndo existéncia de picos na regido entre 1750 e 1500 cm™,
caracteristica da hemicelulose e da lenhina, 0 que sugere que estes componentes ndo se
encontram presentes na constituicdo de nenhum dos tipos de papel, tendo provavelmente sido

removidos durante os seus processos de fabrico.

5.3.4. Espetroscopia Raman

A Espetroscopia Raman foi utilizada como técnica complementar da FTIR na analise
quimica dos substratos de papel considerados, permitindo obter informacdo acerca das
ligagBes quimicas presentes nas moléculas que os constituem.

Os espetros Raman obtidos foram posteriormente submetidos a um conjunto de
tratamentos especificos, com vista a corre¢do da linha de base e a remocao do ruido bem
como de eventuais raios cosmicos presentes no sinal.

Os espetros relativos aos diferentes tipos de papel encontram-se representados na
Figura 5.24.
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Figura 5.24: Espetros Raman dos substratos de papel analisados e identificacdo
dos constituintes do papel associados as bandas caracteristicas.
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A andlise dos espetros Raman apresentados permite em primeiro lugar verificar a
existéncia de uma regido comum a todos os substratos de papel em questdo, relativa a
presenca de celulose, seu principal constituinte. E possivel identificar duas bandas
caracteristicas a 1097 e 1118 cm™, associadas a deformacdo (simétrica e assimétrica) das
ligacdes B-glicosidicas (C-O-C) entre os mondémeros de glucose que formam a celulose 1],

Para além desta regido, o espetro correspondente ao papel de fotocOpia apresenta
ainda um outro conjunto de bandas caracteristicas entre os 1300 e os 1560 cm™, que
correspondem a presenca do CaCOj; adicionado durante o processo de fabrico deste papel e
cuja presenca foi ja confirmada por outras técnicas de caracterizagao.

Assim, e embora seja pouco sensivel na detegdo das ligagfes que envolvem o 4tomo
de hidrogénio, razdo pela qual estas ndo sdo observadas nos espetros da Figura 5.24, a

Espetroscopia Raman permite confirmar os resultados obtidos anteriormente por FTIR.

5.3.5. Angulo de Contacto

A medicéo do angulo de contacto dos substratos de papel foi realizada com o objetivo
de avaliar a afinidade dos mesmos para materiais liquidos, permitindo caracteriza-los em
hidrofilicos ou hidrofébicos de acordo com a sua maior ou menor capacidade de absorcao.

Usando como liquido agua desionizada, depositou-se uma gota com 1 uL de volume
sobre a superficie de cada um dos substratos e mediu-se o angulo de contacto do sistema
(papel, agua e ar).

Os angulos de contacto medidos para cada um dos tipos de papel encontram-se na
Figura 5.25.

(A) o 12,80 (B) v 105,70

(©)

17,6°

/_——\

Figura 5.25: Angulos de contacto referentes aos substratos de papel considerados: (A) Papel
Whatman n°1, (B) Papel de fotocépia e (C) Papel mata-borréo.
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As imagens apresentadas sugerem que, tal como era expectavel, tanto o papel
Whatman n°1 como o papel mata-borrdo sdo extremamente hidrofilicos, apresentando baixos
angulos de contacto, o que revela uma elevada capacidade de absorcao de liquidos. Por outro
lado, o papel de fotocOpia tem um comportamento bastante mais hidrofébico, o que se traduz
em angulos de contacto muito maiores e consequentemente numa menor afinidade para os
liquidos. A adicdo de componentes néo celulésicos ao papel de fotocopia e o tratamento da

sua superficie durante o processo de fabrico estdo na origem das diferencas observadas.

5.3.6. Anélise Térmica

A analise térmica dos substratos de papel considerados foi realizada com o intuito de
observar o comportamento destes materiais e as eventuais transformacdes por eles sofridas
quando submetidos a temperaturas elevadas, uma vez que o processo de fabrico dos sensores
de papel compreende uma fase de aquecimento a uma temperatura de 120 °C. Por outro lado,
a caracterizagdo térmica permite obter informacdes acerca das condicBes criticas de
operabilidade, transporte e armazenamento dos dispositivos.

As curvas de TG e DSC dos substratos de papel Whatman, papel de fotocépia e papel

mata-borrdo estao representadas nas Figuras 5.26A, 5.26B e 5.26C, respetivamente.
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Figura 5.26: Analise térmica dos substratos de papel: (A) Papel Whatman n°l, (B) Papel de
fotocopia e (C) Papel mata-borrdo. As curvas TG encontram-se representadas a tracejado e as
curvas DSC a cheio.
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A andlise dos graficos apresentados permite verificar a ocorréncia de duas perdas de
massa no intervalo de temperaturas considerado: a primeira ocorre pouco antes dos 100 °C e
corresponde a evaporacdo da agua, resultando numa perda de massa residual (5,3% para o
papel Whatman, 4,5% para o papel de fotocopia e 6,8% para o papel mata-borrdo). A segunda
e mais significativa perda de massa foi registada entre os 300 e os 360 °C e esta associada a
degradacdo da celulose, correspondendo a dois picos endotérmicos no grafico de DSC do
papel Whatman (330,0 °C e 348,0 °C) e a um pico exotérmico no grafico do papel mata-borrédo
(333,3 °C). Quanto ao grafico de DSC do papel de fotocépia, ndo apresenta qualquer pico no
intervalo de temperaturas em questdo. A perda de massa foi neste caso de 67,8% para o papel
Whatman, 49,4% para o papel de fotocOpia e 64,7% para o papel mata-borrdo. A presenc¢a no
papel de fotocdpia de compostos minerais (CaCOs), que possuem temperaturas de degradacgao
mais elevadas do que a celulose, pode justificar as diferencas observadas nas curvas de TG e
DSC dos substratos analisados.

Conclui-se entdo que todos os papéis sdo termicamente estaveis até aos 320 °C, nao
sofrendo por isso transformacdes consideraveis quando submetidos a temperaturas inferiores a
esta e em particular a temperatura de 120 °C, necessaria para a difuséo da cera.

A andlise das curvas de TG permite ainda concluir acerca da quantidade relativa de
celulose e outros constituintes presentes em cada papel analisado, com base nas perdas de
massa registadas e considerando que os residuos resultantes dessas perdas dizem respeito a
compostos adicionados as fibras durante o processo de produgéo do papel. Assim, o papel de
fotocépia, com uma percentagem de massa final de 46,1% por volta dos 360 °C, é aquele que
apresenta uma maior quantidade de componentes nao celulésicos na sua composicdo. Pelo
contréario, o papel Whatman e o papel mata-borrdo apresentam percentagens de massa final de
26,9% e 28,5%, respetivamente, o que se reflete numa maior percentagem de celulose

presente na sua constituicao.

5.4. Construcéo dos sensores de papel para detecao de glucose

A construcao dos sensores de papel para detecao de glucose foi efetuada com base na
tecnologia Lab-on-Paper, que consiste essencialmente na formacdo de barreiras de cera
hidrofobicas no papel para delimitar e isolar zonas hidrofilicas onde ocorrem as reagdes.

Para tal, foi necessario proceder em primeiro lugar a escolha do substrato de papel

mais adequado ao tipo de aplicacdo desenvolvida.

5.4.1. Escolha do substrato

De modo a selecionar o substrato mais indicado para o desenvolvimento dos sensores,
foram considerados os resultados provenientes da caracterizacdo de cada um deles. Para além
disso, foram realizados alguns testes preliminares no que diz respeito a sintese de AUNPs em
papel por reducdo com a glucose utilizando os varios tipos de papel, de forma a averiguar a

influéncia de cada um deles na reacao.
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No caso do papel mata-borréo, a sua utilizagéo foi descartada devido essencialmente a
dois problemas: o primeiro teve a ver com a impossibilidade de difundir a cera impressa na
superficie do papel por toda a sua espessura, de modo a formar as barreiras hidrofébicas e a
confinar os liquidos a uma area restrita. De facto, sendo este papel tdo espesso a quantidade
de cera depositada na sua superficie, bem como a temperatura necesséaria a difusdo da
mesma teriam necessariamente que sofrer um aumento. O outro problema prende-se com o
aparecimento no papel de uma cor avermelhada aquando da deposicdo da solucdo de HAuUCl,,
ou seja, mesmo antes de ser depositada a solu¢éo de glucose, o que impede a sua utilizagdo
na aplicacdo pretendida.

Relativamente ao papel de fotocopia, este tem a desvantagem de ser hidrofébico, o
gue faz com que a absor¢éo das solu¢cdes demore mais tempo do que seria desejavel num
teste colorimétrico rapido. Para além disso, a reac@o entre o HAuCl, e o NaOH é suficiente
para originar uma mudancga de cor do papel, provavelmente devido a presenca de aditivos, o
gue mais uma vez inviabiliza o seu uso no sensor em questao.

Assim sendo, escolheu-se como substrato o papel Whatman n°l, ndo sé devido as
suas propriedades (espessura adequada, poroso, hidrofilico e sem componentes adicionais)
mas também pelo facto de ser o Unico no qual se verifica 0 aparecimento de cor apenas apés a
deposicao de todos os reagentes, podendo como tal ser utilizado no processo de detecdo da

glucose.

5.4.2. Formacéao das barreiras de cera hidrofobicas

A definicdo das barreiras hidrofdbicas, formadas pela difusdo da cera por toda a
espessura do papel, foi necesséria para delimitar as regides hidrofilicas do papel Whatman,
criando zonas de teste, sem que ocorra contaminagdo entre amostras contiguas.

A Figura 5.27 mostra as imagens de SEM obtidas para cera impressa na superficie do
papel e difundida por toda a espessura do mesmo. Observa-se que a cera impressa no papel

apresenta uma camada continua e bastante homogénea (Figura 5.27A), e que a sua difusédo

no papel faz com que ela penetre nas fibras do papel adotando a morfologia das mesmas
(Figura 5.27B).

Figura 5.27: Imagens de SEM de: (A) Cera (colorida artificialmente a verde) impressa em papel
Whatman; (B) Cera difundida em papel Whatman.
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A Figura 5.28 mostra o angulo de contacto formado entre uma gota de agua e o papel
Whatman com a cera difundida. O angulo obtido (127,4°) permite assim constatar o carater

hidrofébico da cera, fundamental no fabrico do sensor de papel.

127,4°

Figura 5.28: Angulo de contacto formado entre uma gota de
agua e o papel Whatman com a cera difundida.

5.5. Sintese de AuNPs em papel por redugdo com a glucose

De forma a reproduzir em papel a sintese de AuNPs por redugédo com a glucose, foram

inicialmente impressas microplacas de papel de 96 pocos em papel Whatman e papel de

fotocopia.

Foram testadas diferentes concentra¢des de HAuCl, e de NaOH, combinadas de varias

formas de modo a determinar a combinagdo que garantisse uma reacdo mais eficaz com a

glucose, resultando numa maior amplitude de sinal. Relativamente a glucose, foram utilizadas

dez concentracdes diferentes (1,25 — 50 mM) de modo a avaliar a sua influéncia na reacgéo.

Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 5.29.
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Figura 5.29: Sintese de AuNPs em papel por reducéo com a glucose, efetuada em microplacas de 96
pocos, utilizando papel Whatman (a esquerda) e papel de fotocopia (a direita).
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Analisando as imagens das microplacas da Figura 5.29, é possivel observar que a
mesma concentracdo de HAuCl, usada na sintese em solugdo ndo foi suficiente para o
aparecimento de cor no papel (linhas A e D), pelo que foram testadas mais duas concentragdes
(50 e 100 vezes maiores) desse reagente (linhas B/E/G e C/F/H, respetivamente). Quanto ao
NaOH, o aumento da sua concentracdo corresponde ao aumento de intensidade da cor dos
pocos (linhas E e F). E ainda visivel que, tal como ja foi referido anteriormente, no caso do
papel de fotocopia a reagéo entre o HAuCl, e o NaOH (coluna 2) é suficiente para originar uma
mudanca de cor do papel, o que inviabiliza a sua utilizacdo no desenvolvimento do sensor.

De modo a estudar a influéncia do tamanho dos pogos nos ensaios colorimétricos
realizados, foram utilizadas microplacas de 384 pocos em papel Whatman. A concentragdo e o

volume de cada um dos reagentes usados, bem como os resultados colorimétricos obtidos,

encontram-se discriminados na Figura 5.30.
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Figura 5.30: Sintese de AuNPs em papel por reducao com a glucose, efetuada numa microplaca de
384 pocgos em papel Whatman.

Tal como se pode observar na Figura 5.30, as trés primeiras colunas da microplaca

correspondem aos controlos, pelo que ndo se verificaram alteragfes significativas de cor nos
respetivos pocos, embora nos pogos correspondentes a deposigdo de HAuCl, e NaOH (coluna
2) se consiga observar uma pequena diferenca. No entanto, quando se adicionou a glucose
aos pocos, foi evidente o aparecimento de uma cor vermelha, sendo esta mais intensa a

medida que aumenta a concentracéo de glucose.
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Os testes efetuados tanto nas microplacas de 96 pocos como nas de 384 pocgos
apresentaram todavia um problema: o efeito de coffee ring, que se traduz na formacéo de um
anel com uma coloracdo mais intensa junto as barreiras de cera que delimitam os pogos das
microplacas, o que se reflete numa perda de sinal, influenciando a andlise RGB. O efeito de
coffee ring é tdo mais visivel quanto menores sao as dimensdes dos pogos.

Assim, de modo a ser possivel medir corretamente a intensidade dos canais RGB para
cada concentracdo de glucose foram utilizadas microplacas de papel de 24 pogos, pois como
neste caso o volume dos reagentes ndo preenche toda a area do pogo, ndo se verifica
formacéo de coffee ring. Para além disso, aumentou-se o nimero de concentra¢des de glucose
testadas de modo a obter mais pontos para uma calibragdo mais rigorosa do sensor e também
com o objetivo de compreender melhor o processo de formacao das AuNPs.

A Figura 5.31 representa um exemplo de uma microplaca de papel de 24 pocos
utilizada na sintese de AuNPs com 23 concentracdes diferentes de glucose (0 — 50 mM), sendo
mais uma vez evidente o aumento de intensidade da cor vermelha, associada a formacao das

AuNPs, com o0 aumento da concentragéo de glucose.

e e/

Figura 5.31: Sintese de AuNPs em papel por redugdo com a
glucose, efetuada numa microplaca de 24 pogos em papel
Whatman. O pogo Al corresponde ao controlo com HAuCls e NaOH
(sem glucose) e os restantes 23 pogos correspondem a reagdo com
concentragdes crescentes de glucose do pogo A2 para o D6.

5.5.1. Espetrofotometria de UV-Vis

Analogamente ao que foi feito para o caso da sintese de AuNPs em solugdo, os
resultados colorimétricos relativos a sintese em papel foram também analisados por
espetrofotometria de UV-Vis, de modo a comparar os espetros de absorvancia dos diferentes
pocos da microplaca de papel, associados a diferentes concentracdes de glucose.

As medicBes foram efetuadas utilizando uma microplaca de 96 pocos, na gama de
comprimentos de onda entre 450 e 700 nm, correspondente a regido visivel do espetro
eletromagnético, tendo sido testadas as mesmas concentracdes de glucose que no estudo em
solucao. Os espetros de absorvancia obtidos para cada um dos pocos da microplaca de papel

encontram-se apresentados no grafico da Figura 5.32.
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Figura 5.32: Espetros de absorvancia correspondentes aos diferentes po¢os da microplaca de
papel Whatman de 96 po¢os. Embora ndo se observe nenhum deslocamento da banda SPR,
0s picos de absorvancia apresentados sugerem a existéncia de AUNPs no papel.

Os espetros de absorvancia representados no gréfico da Figura 5.32, cujos picos
correspondem a detecdo de uma cor avermelhada, permitem comprovar a existéncia de AuNPs
no papel, uma vez que também estas estdo associadas a presenga dessa mesma cor.

No entanto, e contrariamente ao verificado em solu¢do, neste caso ndo foram
observadas alteracdes consideraveis na posicado da banda SPR, encontrando-se os picos das
curvas situados num curto intervalo de comprimentos de onda (530 — 540 nm), o que permite
concluir que as variacdes de cor entre os pogos da microplaca foram pouco significativas.

5.5.2. Anédlise Digital

Embora visualmente seja dificil observar alteragbes colorimétricas significativas ao
longo dos pocos da microplaca de papel, foi efetuada uma andlise digital dos resultados
colorimétricos obtidos recorrendo ao software de andlise de imagem ImageJ, de modo a
identificar com maior precisdo as diferencas de cor ocorridas em funcdo da concentracdo de
glucose utilizada na reacéo.

Inicialmente foram medidas as intensidades dos canais RGB (Red Green Blue) para
cada zona de teste da microplaca de 24 pocos. Posteriormente, e uma vez que na analise dos
ensaios colorimétricos em questdo o importante € avaliar a intensidade da cor vermelha, foi
calculado o racio entre a média aritmética das intensidades do canal Red e do canal Green
obtidos para cada uma das referidas zonas de teste.

Foram utilizadas duas concentracdes de HAuUCIl, e quatro de NaOH, combinadas de
oito formas diferentes, tendo sido efetuadas nove repeticdes dos testes colorimétricos relativos

a cada combinacdo, de modo a avaliar a reprodutibilidade do teste. Os outliers (valores que
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apresentam um afastamento significativo em relagdo aos restantes da série a qual pertencem)
foram posteriormente identificados e eliminados, de forma a reduzir o erro associado as
medicbes. Para tal foi utilizado um método baseado na distribuicdo normal, segundo o qual sao
considerados outliers todos os valores que se encontrem a uma distancia da média superior a
um determinado namero de desvios-padrao (17 Neste caso considerou-se apenas um desvio-
padréo, de modo a tentar obter um conjunto de valores o mais homogéneo possivel.

Na Figura 5.33 estdo representados os gréaficos referentes a analise RGB dos
resultados colorimétricos obtidos para uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M com as
diferentes concentracdes de NaOH testadas. Ja os resultados correspondentes a andlise RGB

efetuada para cada uma das combinacdes testadas encontram-se apresentados no Anexo lll.

1,13
| | |
=111 Fv1 11 1 l | 1 ]
s U7 (b gl tq ! |
4 il 44 |
g ) l i i
> 1,09 . 5 f s
e afd ; f
= ’ | | '
O 1,07 r %" { ¢ i
9 . . :
- { ‘i‘o *
& 1,05 {. i
o : 311 %
0 4 (NaOH] = 0,25 M
S .
o 4 ¢ [NaOH] =0,5M
e 103 ¥ ® [NaOH] = 1 M
’ [NaOH] = 2 M
1'01 i ! A
0 10 20 30 40 50

Concentracdo de glucose (mM)

Figura 5.33: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da microplaca
de papel. Os resultados apresentados correspondem a uma concentracdo de HAuCl, de 0,01 M
com quatro concentragdes diferentes de NaOH.

Observando os graficos da Figura 5.33, é possivel verificar um aumento do racio
Red/Green, sendo esse aumento mais acentuado ao longo das concentrac6es mais baixas de
glucose e mais suave nas concentracdes mais elevadas. Além disso, para concentracdes mais
elevadas de NaOH os racios calculados apresentam um comportamento algo aleatério e um
intervalo de variacdo mais pequeno, o que se traduz numa gama de sensibilidade demasiado
baixa do sensor em questéo para a aplicacédo pretendida.

Assim, com base nos resultados obtidos para as diferentes combinacdes efetuadas
(Anexo Ill), e dado que nenhuma delas consegue garantir de forma independente uma
linearidade ao longo de todo o intervalo de concentracdes de glucose analisado, procurou
estabelecer-se uma relacdo de complementaridade entre duas das combinacfes testadas, de
modo a obter uma linearidade na maior gama possivel de concentra¢des. Utilizou-se a mesma

concentracdo de HAuCl, (0,01 M), variando-se a concentracdo de NaOH (0,25 M e 0,5 M).
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As retas obtidas para a calibragdo do sensor considerado encontram-se apresentadas
na Figura 5.34.
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Figura 5.34: Retas de calibracdo do sensor de papel considerado: (A) reta sensivel as baixas
concentragBes de glucose e (B) reta sensivel as concentragfes hiperglicémicas.

Analisando os graficos acima, é evidente a complementaridade entre as duas retas de
calibracdo apresentadas: enquanto a reta da esquerda (Figura 5.34A) revela uma
sensibilidade as baixas concentracfes de glucose (1,5 — 6 mM), a reta mais a direita (Figura
5.34B) mostra-se sensivel as concentragdes mais elevadas (7 — 30 mM).

A agregacéo das retas representadas permite assim obter uma relagéo de linearidade
entre a concentracdo de glucose e o racio RGB considerado ao longo de uma gama de
concentracbes bastante alargada, a qual compreende inclusivamente o intervalo de

concentracdes fisioldgicas de glucose tanto em individuos normais como em diabéticos.

5.6. Caracterizacdo das AuNPs sintetizadas em papel

As AuNPs formadas no papel por reducdo do &cido tetraclorodurico com a glucose
foram observadas e caracterizadas com recurso a diferentes técnicas de caracterizacdo, com o
proposito de obter informacéo morfoldgica, quimica e estrutural acerca das mesmas.

Foram utilizadas as seguintes técnicas de caracterizagdo: Microscopia Eletrénica de
Varrimento, Espetroscopia Dispersiva de Raios-X, Difracdo de Raios-X e Espetroscopia
Raman.

Os resultados relativos a cada uma destas técnicas sdo apresentados de seguida.

5.6.1. Microscopia Eletronica de Varrimento

De forma a comprovar a presenca das referidas AuNPs na superficie do papel
Whatman e a observar a morfologia das mesmas, foi utilizada a Microscopia Eletronica de

Varrimento, encontrando-se as imagens obtidas apresentadas na Figura 5.35.
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Figura 5.35: Imagens de SEM das AuNPs sintetizadas em papel Whatman por redugcdo com
a glucose: (A) ampliagdo de 20 000x; (B) e (C) ampliacdo de 50 000x.

Observando as imagens anteriores € possivel verificar que as fibras de celulose que
constituem a rede fibrosa do papel se encontram cobertas por varios pontos brancos e
brilhantes, os quais correspondem efetivamente as AuNPs. Uma maior ampliacdo da zona
considerada (Figura 5.35C) permite observar melhor a sua forma aproximadamente esférica.
Relativamente ao didmetro das AuNPs representadas, o mesmo parece variar, tal como
esperado, na ordem das dezenas de nandmetros, embora ndo seja possivel obter essa

informacao com grande rigor.

5.6.2. Espetroscopia Dispersiva de Raios-X

Foi também utilizada a Espetroscopia Dispersiva de Raios-X com o objetivo de
confirmar a presenca de ouro na superficie do papel. Assim, de forma a tornar possivel a
detecdo deste elemento quimico nas amostras, o coating efetuado foi neste caso de carbono,
ao contrario do de ouro e paladio efetuado anteriormente aquando da caracterizacdo dos
diferentes substratos de papel. Os mapas de distribuicdo dos principais elementos quimicos
presentes na amostra analisada encontram-se indicados na Figura 5.36, tendo os mesmos
sido coloridos artificialmente, a semelhanca do que foi feito na caracterizacdo dos substratos
de papel, de modo a tornar a sua interpretacdo mais intuitiva.

Assim, de acordo com os mapas apresentados foi possivel detetar — para além do
carbono e do oxigénio, principais constituintes das fibras do papel — a presenca de ouro na
amostra, resultante da reacdo entre o HAuCl, e a glucose para a formacdo das AuNPs. Foi

também detetado sédio, cuja presenca € justificada pela adicdo de NaOH ao papel.
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f 10pm f 10pm

Figura 5.36: Imagem de SEM e mapas de distribuicdo dos elementos detetados no papel Whatman
com as AuNPs formadas. As imagens foram coloridas artificialmente de forma a facilitar a analise
das mesmas.

Para além dos mapas de distribuicdo, obteve-se também o espetro cumulativo da
andlise EDS do papel Whatman contendo AuNPs (Figura 5.37), através do qual é possivel
identificar os picos caracteristicos dos elementos quimicos mapeados: carbono (E = 0,28 keV),
oxigénio (E = 0,52 keV), sodio (E = 1,04 keV) e ouro (E = 2,12 keV). Foram ainda detetados
mais quatro picos referentes ao ouro numa zona do espetro de maior energia, no entanto estes

podem ser desprezados devido ao facto de apresentarem baixas intensidades relativas.
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Figura 5.37: Espetro cumulativo referente a analise EDS do papel Whatman
contendo as AuNPs sintetizadas. Os elementos quimicos presentes na amostra
encontram-se identificados no espetro.
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5.6.3. Difragdo de Raios-X

De modo a complementar os resultados obtidos por SEM e EDS, foi também utilizada a
Difracdo de Raios-X com o intuito de detetar eventuais estruturas cristalinas na superficie do
papel, associadas a presenca das AuNPs sintetizadas.

Foram efetuadas andlises de DRX do papel Whatman sem qualquer reagente
depositado e apos a deposicao de cada um dos reagentes envolvidos na sintese das AuNPs.
Os difratogramas obtidos, assim como a identificacdo dos picos caracteristicos encontram-se
apresentados na Figura 5.38.
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Figura 5.38: Comparagdo entre os difratogramas do papel Whatman com e sem as AuNPs
formadas. Os picos caracteristicos das estruturas cristalinas detetadas encontram-se identificados
no gréfico.

Analisando os difratogramas representados a azul, vermelho e verde é possivel
constatar que a adicao de HAuUCI, e de NaOH ao papel Whatman n&o corresponde a formacéo
de qualquer estrutura cristalina, uma vez que todos os picos detetados sdo caracteristicos da
estrutura cristalina da celulose tipo | que constitui as fibras do proprio papel, tendo os mesmos
sido identificados anteriormente aguando da caracterizag¢éo dos diferentes substratos de papel.

No entanto, o difratograma representado a roxo, que diz respeito a adicdo de glucose
(agente redutor das AuNPs) ao papel com HAuCI, e NaOH, apresenta um outro pico por volta
dos 38,5°, caracteristico da estrutura cristalina do ouro e correspondente ao plano cristalino
com o indice de Miller (111). Para além deste pico, a estrutura cristalina do ouro possui ainda
mais trés picos caracteristicos (44°, 64° e 77,5°), embora neste caso nao tenha sido possivel a
sua visualizacdo [18. 1199 Ajnda assim, os resultados obtidos permitiram comprovar a presenca

de AuNPs no papel Whatman, formadas por reducdo com a glucose.
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5.6.4. Espetroscopia Raman

A Espetroscopia Raman Amplificada por Superficie (SERS — Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy) é uma técnica de espetroscopia vibracional ndo destrutiva que se baseia na
amplificacdo dos sinais de Raman de moléculas adsorvidas sobre superficies metdlicas
rugosas ou coloidais nanoestruturadas (normalmente ouro, prata ou cobre), proporcionada pela
excitacdo de ressonancias plasmonicas de superficie. Esta técnica revela uma grande
sensibilidade na detecdo e caracterizacdo estrutural de moléculas e analitos de baixa
concentragso 2% 14,

Neste caso, a técnica de SERS foi aplicada na detecdo das AuNPs sintetizadas em
papel por reduc@o com a glucose. No entanto, antes disso foi necessario proceder a realizagao
de varios testes de controlo, de modo a conhecer a origem de eventuais interferéncias
presentes no sinal de SERS posteriormente adquirido.

Assim, em primeiro lugar foi realizada Espetroscopia Raman a cada um dos reagentes
utilizados no processo de sintese das AuNPs. Os reagentes foram depositados em substrato
de vidro e, a semelhanca do que foi feito anteriormente aquando da caracterizacdo dos
substratos de papel analisados, os espetros Raman obtidos foram sujeitos a uma série de
tratamentos com vista a corre¢éo da linha de base e a remocéo do ruido e de eventuais raios
césmicos provenientes da dispersdo de Rayleigh presentes no sinal.

Os espetros relativos aos diferentes reagentes usados encontram-se representados na
Figura 5.39, sendo possivel observar as bandas caracteristicas de cada um deles, embora a

sua identificagdo ndo seja relevante para a analise efetuada.
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Figura 5.39: Espetros Raman dos diferentes reagentes utilizados no processo de
sintese das AuNPs.
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Foi também realizada Espetroscopia Raman do papel Whatman sem qualquer reagente
depositado e apds a deposicao de cada um dos reagentes envolvidos na sintese das AuNPs.

Os espetros obtidos encontram-se apresentados na Figura 5.40.

Papel Whatman n® 1
Celulose Papel Whatman n® 1 + HAuCl4

- | Papel Whatman n® 1 + HAuCl4+ NaOH
: : Papel Whatman n® 1 + AuNPs

i 1 e

: 1 1N\ - E

"3 g = | 1 e = -

3 1 1

e 1 1

% 1 1

- 1 1

° [} 1

A 1 1

c 1 1

[ [ 1

€ [ | S

- 1 L 1

N S g B TR U S N————
1 1 =
1 1
1 1
1 1
1 1
D =)
800 1000 1200 1400 1600 1800

Numero de onda (cm™)

Figura 5.40: Comparacéo entre os espetros Raman do papel Whatman com e sem
as AuNPs formadas.

Tal como era expectavel, a analise dos quatro espetros representados acima permite
verificar que a sintese de AuNPs no papel por redu¢do com a glucose nado é passivel de ser
detetada pela técnica de Espetroscopia Raman, uma vez que todas as bandas detetadas séo
caracteristicas das ligacdes quimicas da celulose que constitui as fibras do papel ™** ¢ nzo
sendo introduzidas quaisquer alteracdes resultantes da formacgéo das AuNPs.

No entanto, a presenca de AuNPs no papel pode ser comprovada com base no efeito
SERS: se se verificar uma intensificacdo do sinal de Raman ap6s a molécula utilizada como
analito adsorver a superficie do papel com as AuNPs (superficie SERS-ativa), entédo é possivel
concluir que esta tem de facto AuNPs.

Neste caso, utilizou-se a rodamina 6G (R6G) (Sigma-Aldrich) como sonda SERS

(21, 122]  poram

devido aos seus intensos e facilmente distinguiveis sinais de Raman
depositados no papel Whatman n°1 com as AuNPs 2 uL de uma solu¢cdo de R6G com uma
concentracdo de 1 x 10° M, enquanto que uma solugcédo de R6G com uma concentracdo de 1 x
10°® M foi utilizada no vidro, funcionando como controlo de referéncia. Embora fosse mais
intuitivo utilizar como referéncia o papel Whatman sem as AuNPs, a utilizacdo do vidro foi
motivada pela necessidade de ter uma superficie ndo absorvente que possibilite a obtencéo e
posterior visualizacdo dos sinais de Raman da R6G. De referir ainda que os sinais de SERS
foram analisados utilizando um laser com um comprimento de onda de 632,81 nm.

Os espetros SERS obtidos para a R6G no vidro e para a R6G no papel com as AuNPs

encontram-se representados na Figura 5.41A.
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Figura 5.41: (A) Espetros Raman relativos & R6G no vidro utilizado como referéncia (a azul) e a R6G no
papel com as AuNPs (a vermelho), sendo possivel observar uma clara amplificagdo do sinal, resultante
do efeito SERS. As bandas identificadas correspondem as vibra¢des associadas a R6G; (B) Mapa de
distribuicdo de moléculas de R6G (cor vermelha) em toda a area do poco no substrato de papel com as
AuNPs. A intensidade da cor vermelha é proporcional a intensidade da linha de 1510 cm™ da R6G.

Analisando os espetros apresentados, € possivel observar uma clara intensificacdo do
sinal de Raman correspondente a R6G no papel com as AuNPs em comparacdo com o sinal
obtido para a R6G no vidro, utilizado como substrato de referéncia ndo plasmoénico. Esta
amplificacdo de sinal resulta portanto do efeito SERS associado a presenga das AuNPs no
papel, que o transformam numa superficie SERS-ativa a qual as moléculas de R6G adsorvem.

E possivel identificar em ambos os espetros duas bandas caracteristicas por volta de
1360 e 1510 cm™, correspondentes as vibraces associadas & R6G 121 As areas das referidas
bandas foram utilizadas para calcular o fator de intensificacdo (do inglés EF — Enhancement

Factor), através da equagéo:

_ [SERS X NRaman

EF Eq.5.2

Iraman X Nsgrs

onde Isgrs € Iraman S€ referem respetivamente a intensidade SERS de uma determinada banda
do analito (R6G) no espetro SERS e a intensidade da mesma banda no espetro Raman normal
(ndo amplificado). J& Nggrs € Npaman dizem respeito ao nimero de moléculas que contribuem
respetivamente para o sinal SERS e para o sinal Raman de referéncia, sendo estes valores
estimados com base na concentra¢do do analito utilizado e no volume da amostra sobre a qual
o laser incide para a obtencao dos espetros 2 123 124

Obteve-se entdo um EF médio de (4,6 + 2,6) x 10* para a banda de 1360 cm™ e um EF
médio de (1,6 x 104) *+ (3,8 x 103) para a banda de 1510 cm™, o gue corresponde a uma
amplificacdo consideravel do sinal de Raman provocada pelo efeito SERS.

A Figura 5.41B permite ainda observar um mapa de distribuicdo de moléculas de R6G
em toda a area do poc¢o no substrato de papel com as AuNPs, sendo a intensidade da cor

vermelha proporcional & intensidade da linha de 1510 cm™ da R6G 2%,
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5.7. Fabricagédo do dispositivo final

Sendo o biossensor de papel proposto para aplicacdo em testes POC, é absolutamente
essencial que o mesmo seja intuitivo, facil de usar e acessivel a pessoas nao especializadas.
Assim, com base nas otimiza¢gfes efetuadas anteriormente, procedeu-se ao desenvolvimento
de um prototipo do dispositivo final para detegdo e quantificagédo de glucose.

Na Figura 5.42A encontram-se representadas as diferentes camadas que constituem o
sensor desenvolvido: os pocos da camada intermédia possuem um diametro de 8 mm antes de
serem difundidos, ficando com 7 mm depois da difusdo. No que diz respeito as camadas de
encapsulamento, estas foram impressas apds a secagem dos reagentes depositados, ndo
necessitando de ser difundidas.

A Figura 5.42B mostra o dispositivo final depois de encapsulado: o poco da esquerda
corresponde as baixas concentracdes de glucose (calibragdo da Figura 5.34A), enquanto o da
direita esta associado as concentra¢des mais elevadas (calibracao da Figura 5.34B).

(A)

Encapsulamento frontal Pocos Encapsulamento do verso

Antes da difusao
GLUCOSE Sensor

Name: )

Date
DD —

Low I Depois da difusédo

(B)
GLUCOSE Sensor
Name: — ¢y
Date
Obs:

Low

4.4 cm

3,2¢cm

Figura 5.42: Prot6tipo do sensor colorimétrico ndo enzimético em papel desenvolvido: (A) Identificacéo
das diferentes camadas que o constituem; (B) Sensor final e suas respetivas dimensodes reais.
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Relativamente ao volume de reagentes a utilizar, o mesmo foi definido como sendo o
volume minimo necessario para que 0s reagentes se espalhem por quase toda a area
delimitada pelas barreiras hidrofobicas (optou-se por ndo se preencher a area total dos pocos
de forma a minimizar o efeito de coffee ring). Assim, foram depositados 2,5 uL de HAuCl, (0,01

M) em cada um dos pocos e 2,5 uL de NaOH (0,25 M no pogo “Low” e 0,5 M no pogo “High”).

5.7.1. Andlise Digital

Uma vez concluido o seu processo de fabricacdo, os dispositivos desenvolvidos foram
testados utilizando 12 solugBes de glucose com diferentes concentragfes (1,25 — 50 mM).

A Figura 5.43A ilustra os resultados dos ensaios colorimétricos efetuados utilizando
duas solucdes de glucose com concentragBes extremas: uma concentracdo hipoglicémica
(1,25 mM) no pogo “Low” e uma concentragao hiperglicémica (50 mM) no pogo “High”. As
alterag8es colorimétricas séo evidentes, observando-se, tal como era expectavel, uma maior
intensidade da cor vermelha no poco correspondente a concentra¢do mais elevada de glucose.

Para além da analise visual, os sensores em questao foram também sujeitos a uma
andlise RGB com o propdsito de estabelecer uma comparacéo entre os resultados obtidos com
recurso a um digitalizador comercial e através de uma camara de smartphone. Foram
efetuados triplicados do teste para cada uma das concentracdes de glucose consideradas,
sendo posteriormente calculadas as respetivas médias e desvios-padrdo. Para a aquisicao das
imagens foi utilizado um digitalizador Canon PIXMA MG5250 e um smartphone Huawei P9 com
uma camara fotografica de 12 megapixels.

Os resultados referentes a andlise RGB efetuada encontram-se representados no

gréfico da Figura 5.43B.
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Figura 5.43: (A) llustragdo dos resultados obtidos com o sensor de glucose encapsulado, utilizando
uma concentragdo hipoglicémica (pogo “Low”) e outra hiperglicémica (pogo “High”); (B) Comparagéo
entre a analise RGB dos resultados digitalizados com um digitalizador comercial e dos obtidos
através de uma camara de smartphone.
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Observando o grafico acima é possivel verificar que existe uma grande semelhanca
entre os resultados obtidos por ambos os métodos, o que permite atestar a validade dos
mesmos, fazendo com que representem duas alternativas viaveis na analise digital dos
sensores colorimétricos desenvolvidos. No entanto, é importante referir que sobretudo no que
diz respeito as imagens adquiridas através de smartphone existem vérios fatores que podem
influenciar os resultados obtidos, nomeadamente a qualidade da camara fotografica, a
distancia entre a camara e o sensor ou as condigées de iluminacédo do local onde é feita a

aquisicao.

5.7.2. Andlise de Custos

Sendo o baixo custo associado aos biossensores em papel uma das principais razdes
da sua crescente utilizagdo em testes de diagnéstico POC, considerou-se pertinente realizar a
analise de custos do sensor de papel desenvolvido ao longo do presente trabalho.

Na Tabela 5.1 encontram-se discriminados 0s custos dos materiais e reagentes
necessarios para a construcdo do dispositivo em questdo. E importante referir que na anélise
efetuada ndo foram considerados os gastos de eletricidade dos equipamentos utilizados no
processo de impresséo e difusdo dos padrfes de cera no papel (impressora de cera e placa de
aqguecimento). Da mesma forma, também ndo estd incluida a agua desionizada utilizada na
preparacdo das solugBes dos reagentes usados. Para além disso, e sendo o sensor em
questdo encapsulado, foram consideradas trés impressdes (po¢os, encapsulamento da frente e
do verso) com a area total do dispositivo, 0 que se revela uma estimativa por excesso

sobretudo no caso da impresséo dos pocos.

Tabela 5.1: Custos de produgéo do sensor de papel desenvolvido para a detecdo de glucose.

Material Quantidade Custo Custo/sensor
Papel Whatman n°1 2 2 -3
(GE Healthcare) 32 x 44 mm 5,30 €/m 7,46 x 10 €
Cera de impresséao 3x(32x44) mm? 0,28 €/m? 1,18 x 10° €
) Acido tetracloroaurico _
% (HAUCI,) 5uL=1,97 mg 61,92 €/g 0,122 €
[®))
] Hidroxido de sddio -6
(O] —
& (NaOH) 5uL =0,075 mg 51,78 €/kg 3,88x10° €
TOTAL 0,131 €

O biossensor de papel desenvolvido apresenta portanto um custo total de
aproximadamente 13,1 céntimos por unidade, sendo os custos apresentados sobre o valor dos
produtos adquiridos em pequenas quantidades. No entanto, a aquisicdo de quantidades
industriais, assim como o estabelecimento de eventuais contratos com as empresas
fornecedoras, permitiriam obter um custo por sensor ainda mais baixo do que o apresentado na

Tabela 5.1.
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6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

O principal objetivo da presente dissertacdo consistiu no desenvolvimento de um
biossensor colorimétrico ndo enzimatico em papel para detecdo e quantificacdo dos niveis de
glucose em testes point-of-care, constituindo uma alternativa aos suportes enzimaticos ja
existentes devido ao seu baixo custo e a maior estabilidade apresentada. O principio de
funcionamento do sensor desenvolvido baseia-se na sintese de AuNPs por reducdo de um sal
de ouro (HAuCly) com a glucose. A variagdo da concentracdo do agente redutor resulta na
formacgdo de NPs com diferentes tamanhos, as quais estdo associadas alteragfes de cor do
Sensor.

Desta forma, procedeu-se em primeiro lugar a realizacdo de um estudo em solucao
com o objetivo de atestar a validade do referido método, utilizando diferentes concentra¢des de
glucose (1,25 — 50 mM). Observou-se que para baixas concentracdes de glucose as solugbes
apresentavam uma cor azul/pdrpura, enquanto para concentracdes hiperglicémicas adquiriam
uma cor rosa/avermelhada. Estas alteracdes de cor encontram-se associadas ao deslocamento
da ressonancia plasmonica de superficie para comprimentos de onda mais pequenos na regido
visivel do espetro eletromagnético a medida que se aumenta a concentracdo de glucose
utilizada no processo de sintese das AuNPs. Para além disso, a caracterizacdo por TEM
permitiu ainda relacionar a cor das solu¢des com o tamanho das AuNPs formadas: a cor azul
corresponde a NPs de maiores dimensdes, enquanto particulas mais pequenas estédo
associadas a presenca da cor avermelhada.

A rapidez, simplicidade e sensibilidade dos ensaios colorimétricos efetuados em
solugdo motivaram a sua aplicagdo num substrato sélido, constituindo o papel um o6timo
suporte neste tipo de métodos de detecdo devido ao seu baixo custo, abundancia,
disponibilidade, biodegradabilidade e facilidade de eliminacdo por incineracdo evitando
contaminagfes. Para além disso, a sua cor branca proporciona um elevado contraste
facilitando a visualizac@o e a andlise dos resultados colorimétricos obtidos. Neste trabalho
foram caracterizados (estrutural, quimica e morfologicamente) e testados trés tipos de papel:
papel Whatman n°l1, papel de fotocOpia e papel mata-borrdo. No entanto, o tipo de papel
escolhido como suporte para o desenvolvimento do sensor em questdo foi o papel Whatman,
ndo so pelas suas propriedades (espessura adequada, poroso, hidrofilico e sem componentes
adicionais na sua composi¢cdo) mas também por ter sido aquele que garantiu uma melhor
interacdo com os reagentes envolvidos no processo de detecéo de glucose.

A construcdo dos sensores foi efetuada recorrendo a tecnologia Lab-on-Paper, que
consiste na definicdo de zonas de teste hidrofilicas no papel, delimitadas por regides
hidrofébicas formadas pela impresséo e difusdo de uma camada de cera. Embora o processo

de difusé@o da cera envolva o0 aquecimento do substrato de papel a uma temperatura de 120 °C
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durante cerca de 1 a 2 minutos, as andlises térmicas realizadas permitiram concluir que este é
termicamente estavel até aos 320 °C, ndo sofrendo por isso transformacdes consideraveis
quando submetido a temperaturas inferiores a esta.

Vérias concentracbes de cada um dos reagentes foram utilizadas no processo de
otimizacao do método de detecdo colorimétrico considerado. A avaliagdo da cor resultante dos
ensaios colorimétricos foi efetuada com recurso ao ImageJ, um software de edicdo e analise de
imagem que permite calcular as intensidades médias dos canais RGB de uma determinada
zona de teste. Com base nos racios entre as intensidades dos canais Red e Green obtiveram-
se duas retas de calibracdo dos sensores de papel desenvolvidos, correspondentes a duas
zonas de teste no sensor final, revelando-se uma delas sensivel as baixas concentra¢des de
glucose (1,5 — 6 mM) e a outra as concentragdes mais elevadas (7 — 30 mM). As duas retas de
calibracdo obtidas apresentam uma grande complementaridade, uma vez que a reta referente
as baixas concentracdes de glucose apresenta um racio maximo de 1,057 (correspondente a
uma concentracdo de 6 mM), enquanto que a reta associada as concentracdes mais elevadas
possui um racio minimo de 1,059 (correspondente a uma concentracdo de 7 mM). Deste modo,
a possibilidade de obter resultados ambiguos é eliminada, dado que qualquer valor do racio
calculado se encontra associado apenas a uma das duas retas de calibracdo, ndo existindo
nenhum valor comum a ambas. Esta complementaridade permite assim determinar
gquantitativamente a concentracdo de glucose em amostras nas quais esta seja desconhecida,
associando em primeiro lugar a amostra em questdo a uma das duas retas de calibracéo de
acordo com o valor do racio Red/Green obtido a partir da andlise colorimétrica efetuada e
utilizando posteriormente a respetiva equagdo da reta para determinar a concentracdo de
glucose da amostra.

A presenca de AuNPs no papel, resultantes da reducdo do HAuCl, pela glucose, foi
também comprovada com recurso a diferentes técnicas de caracterizagdo estrutural, quimica e
morfolégica, nomeadamente a SEM-EDS, a DRX e a Espetroscopia Raman.

Por fim, foi avaliada a reprodutibilidade do sensor final, utilizando solu¢bes aquosas de
glucose com concentragdes entre 1,25 e 50 mM. Os resultados dos ensaios colorimétricos
realizados foram mais uma vez analisados através do software ImageJ. Para além disso, foi
estabelecida uma comparacao entre a analise RGB dos resultados digitalizados com recurso a
um digitalizador e através de fotografia utilizando uma camara de smartphone, tendo sido
possivel demonstrar que ambos os métodos constituem alternativas vidveis na analise digital
dos sensores colorimétricos fabricados.

De um modo geral, os resultados obtidos permitem concluir que o sensor colorimétrico
em papel desenvolvido revela bastante sensibilidade na determinac@o dos niveis de glucose
em amostras, representando uma alternativa mais simples, rapida e apresentando um custo
inferior aos dispositivos existentes atualmente com o mesmo propésito. Para além disso, a
facilidade de incineracao do papel torna possivel a eliminacdo do sensor imediatamente apos a
sua utilizacdo, evitando contaminagdes, 0 que constitui um aspeto absolutamente fundamental

quando se trata de amostras de fluidos biolégicos.
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Contudo, existem alguns aspetos do sensor desenvolvido que podem ainda vir a ser
explorados, com vista a sua otimizacao, tornando possivel que 0 mesmo possa ser colocado a
disposicdo de qualquer pessoa, sobretudo nos paises em desenvolvimento onde 0s recursos
materiais e humanos séo ainda limitados e pouco especializados. Como tal, apresentam-se em

seguida algumas sugestdes e perspetivas futuras de aperfeicoamento do referido sensor:

1. Explorar a possibilidade de criagdo de uma Unica zona de teste que apresente
sensibilidade em toda a gama de concentracdes fisiolégicas de glucose, em alternativa as duas

zonas de teste existentes no sensor desenvolvido, tornando a sua utilizagdo mais intuitiva.

2. Testar outras possiveis geometrias para o dispositivo, em particular a fabricagédo de

biossensores em formato 3D, com vista a otimizagdo da coloracdo obtida nas zonas de teste.

3. Realizacéo de testes de validagdo dos sensores desenvolvidos utilizando amostras
reais de fluidos bioldgicos (ex: sangue, soro, urina, etc.) e comparacao dos resultados obtidos

com os dos ensaios efetuados em equipamentos convencionais.

4. Criacéo de uma aplicacdo para smartphone que a partir de uma simples fotografia e
com base nas retas de calibracdo apresentadas anteriormente permita efetuar uma andlise
gquantitativa, convertendo automaticamente a cor observada nas zonas de teste do biossensor

num valor numérico de concentragéo de glucose.

5. A utilizacdo de algoritmos de machine learning na andlise colorimétrica dos
resultados obtidos através de um smartphone seria também um ponto interessante a explorar
futuramente. O machine learning é um método de analise de dados que automatiza o
desenvolvimento de modelos analiticos usando algoritmos que aprendem interativamente a
partir de dados, sem intervencdo humana, isto é, sem que sejam explicitamente programados
para procurar algo especifico, adaptando-se de forma independente a novos dados.
Recentemente foi proposta a utlizacdo de algoritmos de machine learning na analise
colorimétrica de tiras de teste de pH com diferentes valores e em diferentes formatos de

imagem %!

. A utilizacdo destes sistemas inteligentes no desenvolvimento de uma aplicacéo
para smartphone capaz de analisar o biossensor desenvolvido representaria uma mais-valia,
permitindo fazer face a fatores como a qualidade da cadmara ou as condi¢bes de iluminacao,

suscetiveis de influenciar os resultados obtidos.
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Anexos

ANEXOS

| — Comparacdo entre a posicdo do pico da banda SPR e o tempo de formacé&o das

AuNPs em solucéo para diferentes concentracdes de glucose

Tabela 0.1: Comparacao entre a posi¢édo do pico da banda SPR e o tempo de formacao das AuNPs
em solucgéo para as diferentes concentragdes de glucose testadas.

Concentracdo de glucose (mM) Pico da SPR (nm) Tegg::lji\fl%rsrr}g;éo
1,25 575,00 = 5,00 82,67 +£1,70
1,5 572,00 = 6,32 72,67 £1,25

2 565,00 + 1,00 52,33+1,25
3 562,50 + 1,66 34,33+ 1,70
5 555,00 + 1,73 23,33+0,47
7 551,00 £ 1,73 20,33+ 0,47
10 547,50 + 0,87 14,67 £ 0,47
12 546,50 + 0,87 12,67 £ 0,47
15 544,50 + 0,87 10,67 £ 0,47
20 541,00 = 2,24 10,00 £ 0,82
30 538,00 = 0,00 7,33 +0,47
50 535,50 £ 1,66 6,33 £ 0,47
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Anexos

I — Diametros médios das AuNPs sintetizadas em solucado para diferentes

concentracdes de glucose, obtidos por DLS

Tabela 0.2: Valores médios e desvios-padrdao do diametro das AuNPs formadas em
solucgdo, para as diferentes concentragdes de glucose testadas.

Concentragéo de glucose (mM)

Diametro médio das AuNPs (nm)

1,25
15

2

10
12
15
20
30

50

45,02 + 31,69
35,75+ 32,84
33,49 + 34,95
31,78 £ 26,83
27,31 £ 25,48
26,80 + 27,29
25,90 + 20,93
23,44 + 25,57
22,19 + 13,50
20,56 + 20,23
18,44 + 21,64

14,65 + 18,30
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Il — Analise RGB para otimizacdo das concentracbes dos reagentes usados no

processo de sintese de AuNPs em papel, utilizando microplacas de 24 pogcos em

papel Whatman n°l
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Figura 0.1: Andlise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da
microplaca de papel, correspondentes a uma concentracdo de HAuCls de 0,01 M e a

uma concentracdo de NaOH de 0,5 M.
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Figura 0.2: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da
microplaca de papel, correspondentes a uma concentragdo de HAuCl, de 0,01 M e a

uma concentracdo de NaOH de 1 M.
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Figura 0.3: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da
microplaca de papel, correspondentes a uma concentragdo de HAuCl, de 0,01 M e a
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Figura 0.6: Analise RGB dos resultados colorimétricos obtidos nas zonas de teste da
microplaca de papel, correspondentes a uma concentragdo de HAuCl, de 0,02 M e a
uma concentracdo de NaOH de 2 M.
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