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Divulgacao

THE UTILIZATION OF MATERIALS OBTAINED BY THE SOL-GEL PROCESS IN BIOSENSORS CONSTRUCTION. The
use of sol-gel materials to develop new biosensors has received great attention due to its characteristics and versatility of sol-gel
process. An overview is presented of the state-of-the-art of electrochemical biosensors employing sol-gel materials. Low-
temperature, porous sol-gel ceramics represent a new class for the immobilization of biomolecules. The rational design of sol-
gel sensing materials, based on the judicious choice of the starting alkoxide, encapsulated reagents, and preparation conditions,
allows tailoring of material propertiesin awide range, and offers great potential for the development of electrochemical biosensors.
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INTRODUCAO

Atua mente muitos procedimentos anal iticos necessitam de uma
instrumentacdo complexa e pessoal altamente especializado. Os
sensores quimicos sdo dispositivos pequenos, robustos, portateis, de
fécil manipulacdo e ndo necessitam da adi¢éo continua de reagentes
paraasuaoperagdo podendo, assim, fornecer informagdes confiaveis
continuamente. Portanto, o sensor quimico tem sido um elemento
chave na instrumentag&o analitica dispensando, em muitos casos, a
utilizag@o de aparelhos complexos e a necessidade de uma enorme
infra-estrutura de suporte.

Os sensores eletroquimicos tém apresentado maior desenvolvi-
mento nos Ultimos anos, devido a crescente necessidade de testes
analiticos simples, répidos e baratos para a determinacdo de impor-
tantes compostos quimicos e bioldgicos em concentragfes muito
baixas. Os principais sensores el etroquimicos podem ser classifica-
dos como: potenciométricos, amperométricos, voltamétricos e
condutomeétricos, sendo 0s sensores amperomeétricos os de maior
destaque*”.

Devido a crescente necessidade de identificagdo e quantificagdo
demetabdlitos de formarapida, especificae em quantidades deamos-
tras muito pequenas (liquidos corporeos) no campo da medicina,
ocorreu o desenvolvimento dos biossensores.

OS BIOSSENSORES

Os biossensores podem ser definidos como um sensor quimico
cujo reconhecedor € um componente biolégico ativo, o que significa
gue um processo bioquimico é afonte do sinal analitico. Assim uma
das caracteristicas dos biossensores, é a sua ata seletividade com
relagdo a um determinado analito®.

A construcdo de um biossensor baseia-se na comunicagdo de
duas partes. 0 componente bioldgico ativo (o reconhecedor) e um
transdutor. A primeira faz o reconhecimento de uma determinada
substancia por meio de uma reagdo bioquimica especifica, gerando
uma variagdo na concentragdo de prétons, a liberagdo de gases, a
emissdo ou a absor¢do de luz, a emissdo de calor, uma variagdo de
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massa, uma mudancga no estado de oxidacdo do andlito, etc; e a se-

gunda, converte a energia destes eventos numa forma mensurével,

como uma variagdo de corrente, potencial, temperatura e outros'.

Assim, diferentes componentes biol dgicos podem ser utilizados na

construcdo de biossensores, tais como organismos, tecidos, células,

organelas, membranas, enzimas, receptores, anticorpos, acidos
nucléicos e macromol éculas organicas'*.

Apesar de suas limitagBes em termos da sua susceptibilidade ao
pH, aforcaiobnica, ainibidores e sua baixa estabilidade, as enzimas
sd0 amplamente utilizadas na construgdo de biossensores eletro-
quimicos'®,

Vé&rios méodos sdo utilizados na imobilizacdo da enzima no
material suporte para a construcéo de um biossensor. Entre eles, os
mais utilizados s&o aquel es envolvendo adsorcao, ligagdo covalente,
ligag&o covalente cruzada.com um reagente multifuncional eaoclusio
em géis ou membranas®®.

O método de adsor¢éo para a imobilizacdo de enzimas sobre
materiais inorganicos apresenta a grande vantagem da simplicidade
de execucdo; no entanto, este processo apresenta grandes dificulda-
des, tais como:

(1) a reproducdo da forma da enzima adsorvida sobre o material
utilizado, pois a enzima sb pode manter a sua atividade se os
Seus centros ativos encontrarem-se em uma forma disponivel
sobre a superficie do material, para que a reacdo com o anaito
especifico possa ocorrer;

(2) alixiviag8o da enzima durante o processo de medida, uma vez
gue aenzimase fixaao substrato, geralmente por ligagdes fracas
passivels de serem rompidas durante o uso do biossensor pela
interacéo com o solvente e/ou a variagdo de pH e temperatura;

(3) 0“envenenamento” rapido do eletrodo, devido ao fato daenzima
Se encontrar bastante exposta ao meio a ser analisado;

(4) a baixa estabilidade da enzima, devido aos fatores supra-
mencionados e também deformag&o da estrutura tridimensional
da enzima durante o tempo de uso do biossensor.

O método daligagdo coval ente consiste naformagao de ligagdes
entre o substrato e a enzima. Estas ligagOes sdo geramente feitas
pela reacdo de grupos funcionais especificos da enzima, os quais
nao sd0 essenciais paraasuaatividade catal itica com grupos reativos
especificos presentes no suporte sendo, portanto, necessario um co-
nhecimento prévio da estrutura quimica da enzima e da natureza do
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suporte. As grandes vantagens deste método sdo a minimizagdo da
lixiviagdo e uma maior estabilidade do complexo enzima-suporte
emrelacdo aos efeitos davariagdo do pH, daforgaidnica, do solvente.
Entretanto, 0 método apresenta alta possibilidade de perda da ativi-
dade enzimética devido a reagdo com grupos funcionais do centro
ativo da enzima, como também pela deformacéo da estrutura
tridimensional da mesma.

O terceiro processo € o mais amplamente utilizado e baseia-se
na formacao de ligaghes cruzadas entre 0s grupos amino do suporte
€om 0s grupos amino da enzima, ou da formaco de ligagdes cruza-
das intermoleculares com a formagdo de particulas insolUveis
macroscopicas, pela utilizagdo de reagentes bi- ou multifuncionais.
As principais vantagens deste método sdo a simplicidade de execu-
¢80 e aforte interagdo da enzima com o suporte, diminuindo drasti-
camente a lixiviagdo e proporcionando ao eletrodo uma maior esta-
bilidade. Entretanto, também apresenta grandes desvantagens, como
adificuldade do controle dareagdo, 0 uso de grandes quantidades de
enzima, baixaatividade enziméticae dificul dades nareprodutibilidade
do eletrodo, levando assim a uma baixa reprodutibilidade no desem-
penho do eletrodo.

O procedimento de imobilizag&o por ocluso em géis ou mem-
branas orgénicas corresponde ao confinamento do materia biol 6gi-
€0 em umamatriz poliméricaou em umamembrana semipermeavel,
sendo o sistemarevestido por umamembrana polimérica permeavel,
parareduzir alixiviagdo do material biolégico. Este tipo de imobili-
zaG80 apresentaa grande vantagem de se poder utilizar qual quer tipo
de enzima. No entanto, exibe a desvantagem de lixiviagdo do mate-
rial enzimatico, devido aos diferentes tamanhos de poros nos
polimeros, como também problemas de tempo de resposta, peladifi-
culdade de difuso das espécies envolvidas através das membranas.

O PROCESSO DE SOL-GEL

O uso do processo de sol-gel para produzir materiais sensores
para aplicacbes analiticastem atraido consideravel interesse dos pes-
quisadores®. Isto € devido a numerosos fatores, como a facilidade
defabricac8o, aflexibilidade do projeto de sintese e o fato dasenzimas
ocluidas na matriz de sol-gel manterem a sua respectiva atividade
catalitica?™®,

O processo de sol-gel pode ser facilmente reconhecido, poistra-
ta de qualquer rota de sintese de materiais onde num determinado
momento ocorre uma transi¢ao do sistema sol para um sistema gel.
O termo sol é empregado para definir uma dispersdo de particulas
coloidais (dimensdo entre 1 e 100 nm) estavel em um fluido, en-
quanto o termo gel pode ser visto como sendo um sistema formado
pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de ca
deias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida nos
seus intersticios. Desse modo, os géis coloidais resultam da agrega-
¢80 linear de particulas primérias (Figura 1a), que so pode ocorrer
pela alteracdo apropriada das condigdes fisico-quimicas da suspen-
sdo. Por outro lado, os géis poliméricos so, geralmente, preparados
a partir de solugdes onde se promovem reagBes de polimerizag&o.
Neste caso a gelatinizacdo ocorre pelainteragdo entre as longas ca-
deias poliméricas lineares (Figura 1b)%.

O processo de sol-gel pode ser dividido em duas classes, depen-
dendo da natureza do precursor inorganico utilizado: a dos sais
(cloretos, nitratos, sulfetos, etc.) e ados alcoxidos. A rota que envol-
ve 0 uso de precursores do tipo acoxido aparece como amais versa
til atualmente. A hidrdlise de uma solugéo de tetraal coxissilanos em
um solvente organico, como o dcool, leva a formagdo de particulas
com funcdo silanol, as quais formam um sol pela polimerizagdo via
condensacdo, e a continuagdo do processo levaaum gel. Estatrans-
formacéo é designada transicdo sol-gel. ApGs secagem do gel, um

Quim. Nova

U’f"

} b\ .

\,-J \ v

U

Figura 1. Esquema da transi¢éo sol-gel: (a) formagéo de gel particulado e
(b) formacéo de gel polimérico

xerogel é formado. As reagBes quimicas que ocorrem durante a for-
mag&o do sol, do gel e do xerogel influenciam fortemente a compo-
si¢do e as propriedades do produto final?. Uma compreensdo basi-
ca da cinética e das reagBes envolvidas no processo de sol-gel é de
primordial importancia na preparagdo de materiais com caracteristi-
cas controladas.
A reacdo de polimerizagéo sol-gel pode ser dividida em duas
etapas basicas:
(1) ahidrodlisedo grupo acoxido com aformagdo de gruposreativos
do tipo silanol

Si(OR), + NH,0 — Si(OR), (OH)_+ nROH,

(2) acondensagéo do grupo silanol, a qual leva inicialmente a for-
magdo do sol e, eventualmente, ao gel?®*

=S —OH+HO—S=——>=9—0—Si=+H,0
ou
=S — OR+HO— S= —— =5 — 00— Si=+ ROH.

Do mecanismo de sol-gel apenas aprimeira etapa, a hidrélise, é
bem conhecida, pois as reagbes de condensagdo comegam antes das
reagdes de hidrolise terminarem, tornando 0 mecanismo muito com-
plexo e envolvendo muitas reactes de hidrolise e condensacéo ao
mesmo tempo?3L,

As reaces de hidrdlise e condensagdio ocorrem via substituicéo
nucleofilica bimolecular no atomo de silicio (S,2-Si). Como os
alcoxidos de silicio possuem uma baixa reatividade (relativa aos al-
coxidos metalicos), catalisadores &cidos (H,O"), basicos (OH") ou
nucleofilicos (F, N-metilimidazol, hexametilfosforamida - HMPA)
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s80 adicionados a0 processo para promover um aumento na veloci-
dade dasreactes de hidrolise e condensacao?®. A reacdo dehidrdlise
sob condigdes &acidas envolve a protonacdo do grupo acoxido, se-
guida pelo atague nucleofilico da &gua, para formar um intermedi&-
rio penta-coordenado. A carga positiva sobre o grupo acéxido con-
fere a ele um cardter de um grupo de saida melhor®3. Sob condi-
¢Oes basicas, acredita-se que 0 mecanismo envolva o ataque
nucleofilico sobre o &omo de silicio pelo anion hidroxido para for-
mar um intermediario penta-coordenado carregado negativamente,
seguido pela saida de um anion a cdxido®3.

Aspropriedadesfisicas (isto €, area superficia especifica, tama-
nho médio dos poros e sua distribui¢cdo) de um gel seco (o xerogel)
dependem fortemente dos parémetros utilizados no processo de sol-
gel. A razdo molar &guasilano, a natureza e a concentracdo do
catalisador e o tipo do precursor alcoxido sd0 parametros especifi-
cos que afetam fortemente as velocidades relativas das reagdes de
hidrélise e condensacdo, as quais, por sua vez, ditam as proprieda-
des do materia final. Em geral, preparagdes com baixo valor de pH
e baixo teor de &gua produzem materiais densos com tamanho mé-
dio de poros pegueno, enquanto preparagdes com valores altos de
pH e dtos teores de &gua produzem materiais mais porosos?032,
Sob condi¢des de catdlise &cida, a condensacdo ocorre preferencial-
mente entre 0s grupos silandis localizados em mondmeros ou no
final de cadeias poliméricas. Isto levaaformacdo de géi's compostos
de cadeias poliméricas lineares entrelagadas, as quai's, apos secagem
formam uma matriz de baixo volume de poro. Sob condicdes basi-
cas, a condensacdo ocorre preferencialmente entre oligdmeros ata-
mente ramificados, os quais, levam aformacdo de géis particulados
que, apos secagem, produzem materiais com alta porosidade®232, A
velocidade das reacfes de hidrélise e condensagdo é muito influen-
ciada também pelo tamanho do grupo acdxido, devido a fatores
estéricos. O aumento no tamanho do grupo alcoxido e o maior nu-
mero de ramificacfes diminuem a velocidade de hidrélise?® .

Existe uma certa dificul dade de se combinar compostos organicos
einorgéanicos, aqua se baseiano fato de que 0s componentes organi-
COS N30 S30 estavels nas dtas temperaturas em que normamente se
trabalha com os componentesinorganicos. Para contornar este proble-
ma os pesquisadores tém utilizado o processo de sol-gel e obtido 6ti-
mos resultados. Este processo, que tem como caracteristica o
processamento a baixas temperaturas, oferece a possibilidade de ob-
tencdo de materiaishibridos, umavez que nestastemperaturas os com-
ponentes organicos ndo sofrem decomposi ¢ao™.

As maneiras de incorporar materiais organicos em matrizes
inorgénicas provenientes do processo de sol-gel podem ser conveni-
entemente divididas em trés grupos®. No primeiro grupo, a morfologia
continua do poro da matriz inorgénica é explorada para aimpregna-
¢80 de materiais organicos e, no segundo grupo, 0s componentes
organicos sao dispersos no sol e apds a gelatinizagdo esses materiais
organicos sd0 presos dentro da matriz do dxido. Nestes dois méto-
dos ndo existe a formacdo de ligaches covalentes entre os Oxidos e
0s componentes organicos. No terceiro grupo, um componente or-
génico estaligado covalentemente (R, Si(OR),, onde x=1-4) a0 pre-
cursor inorganico, o qual formard umarede rigida com o componen-
te orgénico ligado quimicamente na estrutura inorgénica, tornando-
se parte de uma rede integrada; estes materiais s8o chamados de
ORMOSIL (“Organically Modified Silicates’). Um ormosil &, por-
tanto, um materia hibrido inorganico/organico em escalamolecular,
sendo geralmente um nanocompdsito. Esses mesmos materiais tém
sido chamados também de “ormocers’ ou de “ceramers’ 3+%.

A complexidade associada com o processo de polimerizagdo tor-
na-se ainda mais clara quando da preparacdo de materiais a partir de
precursores organoal coxissilanos®™ ., Aqui, as velocidadesrel ativas de
hidrdlise e condensagdo sdo fortemente dependentesde fatores estéricos
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e indutivos®3¥. Devido aos mecanismos de reacdo sob condigles
&cidas e bési cas envolverem aformacao de estados de transi¢éo carre-
gados positiva ou negativamente, respectivamente, o efeito do
substituinte alquila sobre as velocidades de hidrdlise deverd ser visi-
velmente afetado pela natureza do catalisador®30%, Por exemplo, a
substituicdo de um ou mais grupos metila indutores de elétrons por
grupos a coxidos aumenta a densidade €l etronica sobre o silicio. Sob
condi¢Bes &cidas, este fato proporciona o aumento da velocidade de
hidrolise devido a estabilizacdo do estado de transicdo que esta carre-
gado positivamente?®%3¥", No entanto, sob condicdes basicas, umasig-
nificativa diminui¢do na velocidade é observada, devido a
desestabilizag8o do estado de transi¢o carregado negativamente. As-
sim, areatividade quimicaindividua do precursor organoal coxissilano
€ de suma importancia na formacdo do materia hibrido organico/
inorganico. Se o grupo funcional organico possui propriedades &cidas
ou bésicas ele vai influenciar o processo de hidrélise e condensagao,
tornando a polimerizacdo ainda mais complexa®.

Precursores de formula geral, R, Si(OR),, onde x=1-4, s30 obti-
dos comercialmente ou podem ser preparados via diferentes rotas sin-
téticas®**, O grupo funciona R estdligado ao &omo de Si por uma
ligagdo Si-C, a qual é bastante resistente a hidrdlise devido a baixa
acidez de Lewis do silicio. Os trialcoxissilanos (x=3) s80 utilizados
como modificadores de rede para melhorar propriedades especificas,
como a hidrofobicidade, a reatividade e a flexibilidade na rede
inorgénica. Estes precursores podem ser polimerizados sozinhos ou
preferencialmente com tetraal coxissilanos (x=4), os quais melhoram
aconectividade darede eaestabilidade do sdlidofinal . Dialcoxissilanos
(x=2) formam espécies ciclicas ou cadeias nas condigdes de hidrdlise
e condensagdo ndo possibilitando aformagdo de ligagBes cruzadas na
rede. No entanto, quando se polimerizam estes precursores na presen-
¢a de tetra ou trialcoxissilanos, eles atuam como modificadores de
rede e promovem a flexibilidade na matriz**, Embora se possa exer-
cer o controle das reagfes de hidrdlise e condensacéo de forma a pro-
mover umadistribui¢do homogénea do modificador de rede namatriz,
isto ndo é sempre 0 que ocorre. Por exemplo, quando trial coxissilanos
s30 polimerizados sem a adi¢do de qualquer outro formador de rede,
acredita-se que o grupo organico se localize na superficie e ndo
homogeneamente pela matriz®. Sob condi¢Bes bésicas, a velocidade
de hidrolise para os organoal coxissilanos pode ser de vérias ordens de
magnitude menor que para os tetraal coxissilanos. Assim, pode-se pro-
mover a formagdo de materiais nos quais 0s grupos organicos estéo
locdizados nasuperficie damatriz. A formacao de materiais heterogé-
neos, particularmente na escala nanoscopica, Ndo é necessariamente
um fato desfavoravel, se o fendmeno puder ser controlado. Entretanto,
isto devera exigir um conhecimento detalhado das velocidades das
reacdes dos precursores sob o conjunto de condicdes especificas utili-
zadas na rota de sol-gel.

A estratégia mais comum nos dias de hoje na preparacéo de
materiais sensores pelo processo de sol-gel tem envolvido, em pri-
meiro lugar, umaboaidéiainicial do objetivo a ser alcancado e, em
segundo, um processo laborioso combinando tentativas e erros com
uma boa intuico quimica.

BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS EMPREGANDO O
PROCESSO DE SOL-GEL

Braun et al.**#* ocluiram diversas enzimas em silicatos produzi-
dos pelo processo de sol-gel, pela mistura das macromoléculas com
0s precursores adequados em meio reacional com baixo teor de
metanol. Surpreendentemente, as enzimas resistiram as condi¢des
de polimerizagdo inorganica, ndo sendo totalmente desnaturadas pelo
solvente al codlico empregado e permanecendo ativas, mesmo apoés a
contragdo da estrutura porosa durante a etapa de secagem do mate-



838 Alfaya e Kubota

rial. Ellerby et al.*? foram os primeiros a utilizar o ultra-som na solu-
¢80 de al coxissilano com o objetivo de preparar o silicato nafase sol,
0 qua continha muito pouco ou nenhum &lcool. As enzimas foram
entdo misturadas com o sol em um processo de sol-gel convencio-
nal. Em muitos casos as enzimas ocluidas foram muito mais estéveis
do que naforma solUvel, presumivelmente pela formagéo de pontes
de hidrogénio com os grupos silandis, os quais inibem a
reconformacdo térmica®. Uma notavel realizacdo foi efetuada por
Reetz e colaboradores®, pela oclusdo de lipases em silicatos
hidrofobicamente modificados. As lipases s8o amplamente utiliza-
das em reacdes de esterificagdo organica em meio hidrofébico. As
lipases ocluidas pelo processo de sol-gel apresentam alta estabilida-
de e uma reatividade comparavel com as enzimas isoladas devido a
interagdo hidrofdbica com o suporte de ormosil. Atualmente, lipases
ocluidas pelo processo de sol-gel podem ser adquiridas comercial-
mente.

Mais de 35 tipos diferentes de materiais hibridos cerémicos-
bioguimicos foram tabelados, em 1994, numa publicagéo sobre bio-
ceramicas produzidas pel o processo de sol-gel . Enzimas, anticorpos,
células inteiras e extratos de células e outros materiais biol6gicos
ativos foram ocluidos em uma variedade muito grande de matrizes
inorgénicas incluindo silica’®*, zirconia®*, titdnia®™, alumina® e
compdsitos de celulose-titénia®=, silica-grafite’®>+% e silica-ouro®.

Muitos estudos eletroquimicos se concentraram nos biossensores
para glicose, devido a ata estabilidade da glicose oxidase durante o
processo de sol-gel e pela importéancia no desenvolvimento de um
sensor paraaglicose no campo das pesquisas médicas®. Biossensores
eletroquimicos baseados na glicose oxidase funcionam conforme o
seguinte mecanismo: aD-glicose é oxidadaparaagluconolactonapela
reducdo de um grupo flavina. A flavinareduzida pode entdo ser oxida-
da novamente pelo oxigénio, o qua é convertido em perdxido de hi-
drogénio. O consumo do oxigénio ou a oxidagdo anddica do perdxido
de hidrogénio pode ser utilizado para a quantificacdo da glicose. A
etapa de regeneracdo da enzima € promovida por um par redox (um
mediador de elétrons, na maioria das vezes), o qual pode ser
eletroquimicamente regenerado por uma etapa de oxidagdo sobre a
superficie do eletrodo. Pela utilizagdo deste método, o sinal ndo éfor-
temente dependente da concentragdo de oxigénio, e como € possivel
ocorrer um processo de detecg8o e regeneracdo a baixas voltagens,
entdo ainterferénciade outras espéci es quimicas é bastante minimizada.

Tatsu et al.® produziram uma silica contendo glicose oxidase e
uniram-naaum eletrodo de oxigénio por meio de umamembranade
nylon. O decréscimo da concentracdo de oxigénio foi entdo utiliza-
do para quantificar o teor de glicose. Audebert et al.®* deservolve-
ram um biossensor contendo a glicose oxidase e o ferroceno (como
mediador) incorporados a um filme fino de silica, produzido pelo
processo de sol-gel, e este foi depositado sobre um suporte metélico
inerte. Entretanto, somente 80% da atividade total da enzima foi
mantida no gel. Essa técnica esta limitada a géis tmidos pois, quan-
do o xerogel é formado, a enzima perde a sua atividade.

Narang et al® imobilizaram a enzima glicose oxidase entre duas
camadas de filmes finos de silica, produzidos pelo processo de sol-
gel, numa construcdo tipo sanduiche depositado sobre um substrato
condutor de ITO (ITRIUM TIN OXIDE), sendo o peréxido de hi-
drogénio produzido detectado eletroquimicamente. Entretanto, o si-
nal destetipo de eletrodo é pequeno, namaioriados casos. Li et al.®
imobilizaram a peroxidase de raiz forte em um eletrodo de pasta de
carbono e depositaram uma camada de ormosil sobre o eletrodo;
Yang et al.% prepararam um biossensor em miniatura recobrindo um
fio de platina com glicose oxidase imobilizada sobre micro-esferas
preparadas por sol-gel.

A imobilizagdo de enzimas no interior de matrizes produzidas
pelo processo de sol-gel € uma técnica muito vantajosa, pois preser-
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vaaatividade enzimética e evitaalixiviagdo da enzima e de mol écu-
las pequenas dos mediadores de el étrons para a solugéo, ao contrario
do que ocorre, namaioriadas vezes, com filmes finos ou membranas
contendo estes mesmos materiais imobilizados. Park et al.* desen-
volveram um novo processo de sol-gel paraprevenir alixiviagdo das
espécies de interesse como a lactato oxidase e a glicose oxidase e
polimeros redox [(Os)(bpi),(PVP),,CI]Cl, partindo de poli(4-
vinilpiridina) em um filme fino de ormosil produzido por sol-gel.

Muitos pesquisadores tém se dedicado a pesquisar materiais su-
portes para biossensores de natureza diferente da silica e produzidos
pelo processo de sol-gel. Glezer e Lev®® desenvolveram um méto-
do paraaoclusdo daglicose oxidase e da peroxidase de raiz forte em
um gel de pentoxido de vanadio. Os filmes finos de VO, apresen-
tam boa condutividade elétrica, além de boas propriedades de ade-
réncia a superficies condutoras como o carbono vitreo e a platina.
Liu et al.® desenvolveram um novo hiossensor co-imobilizando o
Fe(CN),* como mediador de elétrons e atirosinase em uma matriz
de Al O, porosa, produzida pelo processo de sol-gel.

A construcdo de biossensores com a utilizagdo de compositos
carbono-cerémicos € uma variagdo no processo de sol-gel, a qua
visaumamaior protecdo paraaenzimadurante asintese do sol-gel e
também contribui para a diminui¢do da lixiviaggo das moléculas de
mediadores de el étrons (mol écul as pegquenas) e das proprias enzimas
para a solugdo. Os biossensores construidos com compdsitos carbo-
no-ceramicos apresentam uma lenta lixiviagdo dos mediadores so-
mente apods longos periodos de utilizagdo®".

Existem trés variagOes principais utilizadas pel os pesquisadores
paraaconstrugéo de biossensorestipo compdsito carbono-cerémico,
com o objetivo de se minimizar a0 maximo a lixiviagdo dos media-
dores de elétrons.

(1) Oclusdo da enzima quimicamente modificada com o media-
dor no compdsito carbono-cerémico®. Nesta construgao,
muitos grupos ferroceno estdo ligados covalentemente na
enzima glicose oxidase e, entdo, a enzima é ocluida na ma-
triz carbono-cerémica produzida pel o processo de sol-gel. A
lixiviagdo das moléculas de mediador é eliminada por elas
seencontrarem ligadas coval entemente aestruturadaenzima
eimobilizada no interior da rede inorganica.

(2) Oclusdo de oxidoredutases em compdsito carbono-ceréamico
quimicamente modificado com mediadores®™. O materia
do eletrodo € constituido de uma disperso de grafite em po
e glicose oxidase incorporada em um silicato estrutural
multifuncional modificado com ferroceno, contendo grupos
aminae metil, preparado pelacopolimerizagdo de véarios pre-
cursores em um processo de sol-gel (Figura 2). Cada espécie
nesta construgdo integrada realiza uma tarefa especifica. A
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Figura 2. Estrutura de um silicato modificado com ferroceno
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grafite melhora a condutividade por percolacdo; o silicato
fornece umaestruturarigidaaltamente reticulada, aqual apri-
siona a enzima redox; 0s grupos ferroceno sdo responsaveis
pelo transporte do sinal dos centros ativos da enzima até a
superficie condutora; os grupos amina foram incorporados
devido a sua ata afinidade ao excesso de cargas negativas
sobre a superficie da glicose oxidase e, finalmente, acombi-
nacdo dos grupos metil e amina é vantajosa para o controle
da hidrofilicidade da secc8o eletroativa do e etrodo.
Imobilizagdo da oxidoredutase em um compdsito de grafite
modificado com mediador-silicato™. Este método esté base-
ado na ligag@o covalente do mediador de elétrons sobre a
grafiteem po. A grafitefoi primeiramente recobertacom ouro
e, aseguir, umareacdo de derivatizagdo foi realizada (Figura
3). Estudos ciclovoltamétricos demonstram sensibilidade na
resposta, mesmo para espagadores |ongos.
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Figura 3. Estrutura da particula de grafite modificada com ferroceno e o
esquema de um hiossensor tipo compdsito carbono-ceréamico

A interferéncia quimica devido ao sobrepotencial aplicado ao
biossensor construido a partir de um compdsito carbono-ceramico é
um dos problemas mais freqlientes quando se trabalha com estes

Tabela 1. Exemplos de biossensores utilizando materiais sol-gel
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materiais. Este inconveniente pode ser bastante minimizado com a
utilizacdo de catalisadores metdlicos no compdsito. Os metais mais
utilizados com esta finalidade s8o o pal&dio™, o rodio” e o ruténio™,
sendo o Ultimo geral mente utilizado nafabricag&o de eletrodos cons-
tituidos de um filme fino, produzido pelo processo de sol-gel. Em
todos estes casos’>™, o tempo de meia-vida foi superior a4 meses.
Os Oxidos de ruténio™ e de rédio™ apresentam extraordindria
seletividade para a glicose quando na presenca de compostos
bioquimicos comuns, como o &cido ascorbico, acetaminofeno e &ci-
do Urico. Biossensores paralactato (abase delactato oxidase) eamino
&cidos (abase de amino &cido oxidase) foram preparados de maneira
semelhante™. Um fato muito interessante e de ordem prética, dos
eletrodos comp6sito carbono-ceramico € que a secgdo ativa do ele-
trodo néo € destruida por sucessivos polimentos devido a dureza da
estrutura do silicato formado pelo sol-gel e assm, a secgdo ativa do
eletrodo pode ser renovada por polimento mecanico apds o uso cons-
tante ou a contaminagdo deste.

Wang et al.”® demonstraram que tiras teste para deteccdo de
perdxido de hidrogénio e glicose podem ser produzidas pelo proces-
so de sol-gel utilizando a técnica “ screen-printing”.

A utilizag@o do processo de sol-gel para a fabricagcdo de
biossensores nos Ultimos anos tem revelado a grande flexibilidade
desta técnica. Os pesquisadores estdo investigando néo s as diver-
sas formas de imobilizagdo das enzimas em diversos materiais
inorganicos, como também, uma grande atencdo esté sendo dirigida
para os mais diversos tipos de transdutores. A Tabela 1 mostra al-
guns exemplos de biossensores obtidos pelo processo de sol-gel.

Um fato interessante sobre a versatilidade do processo de sol-gel
pode ser demonstrado nos Ultimos avangos tecnol 6gicos para a fabri-
cacdo de biossensores inteligentes. Os pesquisadores estéo se dedi-
cando a pesquisa de biossensores com materiais biocompativels pro-
duzidos pelo processo de sol-gel, 0s quais so capazes de quantificar
um determinado metabdlito na corrente sangiiinea e com um “chip”
acoplado sdo capazes de andisar este dado e regular a concentragéo

Analito Tipo do biossensor Enzima Descrigéo Limite de detecgédo Ref.
H,0, optico HRP Membrana de silicato 8x 10° mol L™* 85
Glicose amperométrico GOx Microeletrodo 500 ppm 86
Fenol Optico HRP Membrana de silicato - 87
H.O, amperométrico HRP Polimero redox de 6smio 5x10° mol L* 88
NO, Optico Dominio heme da SGC Fibra Optica recoberta 111 x 105 mol L? 89
Uréia condutométrico Urease “screen-printed” 30 x 10° mol L* 90
Fenol amperomeétrico TPH Medidas a40° C 2,5x10% mol L* 91
E. coli amperométrico Enterotoxina Filme fino 3,6 x 108 mol L* 92
Actiltiocolina e amperométrico ACHE/CHO Reator de vidro 5x 10%mol L? 93
Tiocolina modificado
Uréia condutomeétrico urease Microeletrodo 2x10*mol L* 94
Uréia condutomeétrico urease Filme fino 3x10°mol L* 90
Organofosfatos/ potenciomeétrico ACHE/OPH Microeletrodo - 95
Acstilcolina
H.O, amperométrico HRP Filme fino/FIA 5x 107 mol L* 96
PH optico lipossomas Filme fino 0,01 unidade de pH 97
H.O, amperométrico HRP Filmefino 13,5x 10° mol L* 98
H,0, amperometrico HRP Membrana 9x 107" mol L™* 99
Alcoois e Aldeidos fluorescéncia ADH Enzima ocluida 1x10*mol L* 100
(fase aquosa)
1x 10%mol L*
(fase vapor)

Assiglas utilizadas significam: HRP (peroxidase deraiz forte), GOx (glicose oxidase), SGC (guanilato ciclase solivel), TPH (fenol hidrolase
termoestavel), ACHE (acetilcolinesterase), CHO (colina oxidase), OPH (organofosfato hidrolase)
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deste metabdlito pela eliminaco na corrente sangtiinea de uma deter-
minada substancia. Um biossensor deste tipo esté sendo desenvolvido
por Gerritsen et al.”® que estudam a biocompatibilidade de sensores
paraaglicose, implantados deformasubcuténeae queforam recobertos
por materiais inorganicos produzidos pelo processo de sol-gel. Outro
caminho que esta sendo seguido pel os pesquisadores para o desenvol-
vimento de biossensores inteligentes € o desenvolvimento de técnicas
de imobilizaco de materiais bi-lamelares lipidicos (membranas
lipidicas) em matrizes produzidas pelo processo de sol-gel, com o ob-
jetivo de desenvolvimento de biossensores dpticos de ato desempe-
nho paraaandlise e o controle de metabdlitos importantes na corrente
sangliinea”. O objetivo destes pesquisadores é desenvolver ndo ape-
nas biossensores, mas sensores inteligentes que, além de determinar o
andito, possam eliminar substanciasreguladoras na corrente sangtiinea
para o controle continuo de certas doengas, como a diabetes.

CONCLUSOES

A tecnologia do sol-gel esta provando ser uma ferramenta alta-
mente eficiente na producdo de materiais com as mais diversas ca-
racteristicas fisico-quimicas, para as mais diversas aplicacoes anali-
ticas e, principalmente, no desenvolvimento de biossensores. A pa-
lavra chave que melhor descreve a tecnologia de sol-gel € a versati-
lidade, pois oferece métodos simples de manipulagdo datextura, es-
trutura, configuragdo, composicdo e caracteristicas quimicas dos
materiais produzidos. A facilidade de manipulaggo daformafina do
material e a capacidade de imobilizar moléculas biol 6gicas manten-
do as suas caracteristicas funcionais faz do processo de sol-gel uma
tecnologia de futuro. Pois abre a possibilidade da miniaturizacdo
dos biossensores para medidas em sistemas in situ em organismos
vivos, como também se torna uma tecnol ogia possivel parao desen-
volvimento de biossensores eletroquimicos multianaliticos.

Os materiais sensores produzidos até hoje tém servido pratica-
mente como um suporte microporoso para a detecgdo de analitos
especificos. Pequena atengao foi dedicada a construcdo racional dos
materiais produzidos pelo processo de sol-gel, os quais podem ser
manufaturados para se obter inimeras propriedades especificas, tais
como controle da polaridade superficial; gjuste daacidez do material
parafacilitar o processo deimobilizacdo por trocaionica, aumentan-
do afixagdo de moléculas interessantes para a melhoria da atividade
sensora; a utilizagdo de precursores a cdxidos modificados®™ com
mol éculas mediadoras™ para que alixiviagdo do material seja elimi-
nada e a utilizagdo de precursores modificados com longas cadeias
hidrofdbicas*® para possibilitar uma maior flexibilidade na rede
inorganica, proporcionando um controle maior sobre o tamanho dos
poros do material, o que facilitaria a difuséo do analito até o
reconhecedor bioldgico, como também facilitaria que a integridade
da estrutura tridimensional da enzima fosse mantida, preservando-
se a0 maximo a sua atividade catalitica.

A polimerizag8o sol-gel do tipo “template” (Figura 4) vem
apresentando consideravel interesse na Ultima década. Os materiais
produzidos por esta técnica apresentam uniformidade naformae no
tamanho dos poros. Isto é obtido gragas a um processo de
polimerizacdo sol-gel ao redor de uma molécula ou uma estrutura
inerte (um “template”), aqual pode ser removida ap6s a formagdo do
material, produzindo neste micro e meso cavidadesregulares naforma
e no tamanho. Desta forma, o processo produz apds a remogdo da
mol éculahospedeira, materiais micro ou mesoporosos uniformest2,
A reacdo sol-gel do tipo “template” devera ser estudadamelhor para
aumentar a sensibilidade dos biossensores el etroquimicos®®, poisa
construcdo de materiais com aformae o tamanho de poros definidos
ir4 criar uma classe de materiais sensores altamente interessantes,
pois serd possivel a selegdo das estruturas que poderdo entrar em
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Figura 4. Esquema de polimerizacao sol-gel do tipo “ template”

contato com o material bioldgico utilizado, criando barreiras de di-
fusdo para espécies ndo desgjaveis e por conseguinte aumentando a
sensibilidade e o tempo de utilizacdo dos biossensores.

A formagdo de novos compdsitos baseados no acoplamento de
matrizes sol-gel e outros processos podera ser muito benéfica para
as futuras aplicagBes dos biossensores. Alguns exemplos destes
acoplamentos de técnicas podem ser evidenciados pela fixagdo de
matrizes produzidas por sol-gel sobre eletrodos de ouro através da
utilizagdo de precursores alcéxidos com a fungéo tiol®; a
eletropolimerizagdo de filmes (1,2-diaminobenzeno)® sobre materi-
ais porosos produzidos pelo processo de sol-gel pode criar novos
compasitos para a construcdo de biossensores com elevada sensibi-
lidade; a construgéo de biossensores com tempo de resposta extre-
mamente curto e com alta sensibilidade pode ser realizada pela
polimerizacdo de polianilinas no interior de redes inorgénicas pro-
duzidas pelo processo de sol-gel®.

O estudo de materiais diferentes do silicato pelo processo de sol -
gel e a sua aplicacdo na construcéo de biossensores € um campo
muito amplo e de grandes possibilidades futuras de sucesso, entre-
tanto poucos pesquisadores tém se aventurado, devido a pouca pes-
quisa fundamental existente neste campo.

Os recentes desenvol vimentos na area dos biossensores com uti-
lizac&0 de materiais produzidos pelo processo de sol-gel sdo extre-
mamente promissores, no entanto um grande esforgo na pesquisa
fundamental para o desenvolvimento de novos materiais sol-gel com
caracteristicas especificas deveraser realizado pois, umamelhor com-
preensdo da correlagdo entre o tipo de precursor utilizado, as condi-
¢des de reacdo e as propriedades fisico-quimicas do material fina
s80 extremamente importantes na construcdo e no desempenho dos
biossensores. No atual nivel de interesse e desenvolvimento de ma-
teriais produzidos pelo processo de sol-gel para a construcéo de
biossensores, pode-se observar o inicio de um amplo campo de pes-
quisa, que vem se tornando cada vez mais promissor.
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