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ROVERI, G. M. PLA-grafite/fibroina como plataforma para o desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos: Prova de conceito. 2024. Dissertagdo. (Mestrado em
Biotecnologia em Medicina Regenerativa e Quimica Medicinal) — Universidade de Araraquara,
Araraquara, 2025.

RESUMO

Introducdo: No diagnostico de infecgBes sexualmente transmissiveis, testes rapidos
colorimétricos sdo frequentemente executados no local de cuidado do paciente (LCP), mas
possuem menor sensibilidade e especificidade. Os biossensores eletroquimicos, por sua vez,
associam elementos biolégicos (analito e biorreceptor) em um substrato capaz de captar essa
interacdo e transformar a energia dessa reacdo em um sinal elétrico, garantindo ao diagnéstico
rapidez, alta sensibilidade e especificidade. Objetivo: O objetivo dessa pesquisa foi estabelecer
a prova de conceito de um substrato de PLA-grafite/fibroina (PLA-G/FB), impressa por
manufatura aditiva, destinada a constituicdo de biossensores eletroquimicos para diagnostico
de infeccBes sexualmente transmissiveis. Metodologia: Filamentos de PLA e PLA-G foram
utilizados para a impressao de plataformas por impressdo 3D. Em seguida, foi depositada na
regido compativel com o eletrodo uma camada de fibroina nas concentragdes de 0,04%, 0,4%
e 4%. O substrato resultante foi submetido a caracterizacdo quimica, através da espectroscopia
na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e difragdo de raios-X (DRX),
a fim de se estabelecer o conceito proposto. Resultados: os espectros de FT-IR de PLA, PLA-
G e PLA-G/FB evidenciaram presenca de grupos funcionais —-CH, C=0 e C-O-C,
caracteristicos do PLA e PLA-G. Foi também identificada a presenca das bandas
correspondentes as vibracgdes de estiramento N-H e O—H, por sua vez correspondentes a amida
| e 11 pertencentes ao dominio amorfo da fibroina. Nos espectros de DRX, foram observados 0s
padrdes de difracdao correspondentes a célula cristalina do PLA (26 = 16°) e do grafite (20 =
26°). Na analise da impedéancia dos substratos, houve grande diminuicdo dos valores com PBS.
Inversamente, aumento da impedancia a medida que se aumentava a concentracdo de fibroina
(FB) nas amostras. Conclusdo: Os resultados correspondentes a caracteriza¢do quimica e 0s
testes de condutividade das amostras suportam a prova de conceito estabelecida quanto a
utilizacdo da plataforma PLA-G/FB para producdo de biossensores eletroguimicos, reforcando
0 seu potencial para utilizacdo como plataforma de obtencdo de sensores eletroquimicos para
diagndstico no LCP.

Palavras-chave: biotecnologia, biossensor, fibroina, grafite.
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ABSTRACT

Introduction: In the diagnosis of sexually transmitted infections, rapid colorimetric tests are
often performed at patient care location (LCP), but they have lower sensitivity and specificity.
Electrochemical biosensors, on the other hand, combine biological elements (analyte and
bioreceptor) in a substrate capable of capturing this interaction and transforming the energy of
this reaction into an electrical signal, guaranteeing rapid diagnosis, high sensitivity, and
specificity. Objective: The aim of this research was to establish a proof of concept for a PLA-
graphite/fibroin (PLA-G/FB) platform, printed by additive manufacturing, intended for the
creation of electrochemical biosensors for the diagnosis of sexually transmitted infections.
Methodology: PLA and PLA-G filaments were used for 3D printing platforms. A layer of
fibroin at 0.04%, 0.4% and 4% was then deposited in the region compatible with the electrode.
The resulting substrate was subjected to chemical characterization using Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction (XRD) to establish the proposed concept.
Results: The FT-IR spectra of PLA, PLA-G and PLA-G/FB showed the presence of —-CH, C=0
and C-O-C functional groups, which are characteristic of PLA and PLA-G. The presence of
bands corresponding to N-H and O-H stretching vibrations was also identified, in turn
corresponding to amide | and Il belonging to the amorphous domain of fibroin. In the XRD
spectra, the diffraction patterns corresponding to the crystal cell of PLA and graphite were
observed. In the analysis of the impedance of the substrates, there was a large decrease in the
values with PBS. Conversely, there was an increase in impedance as the concentration of fibroin
(FB) in the samples increased. Conclusion: The results corresponding to the chemical
characterization and the conductivity tests of the samples support the proof of concept
established regarding the use of the PLA-G/FB platform to produce electrochemical biosensors,
reinforcing its potential for use as a platform for obtaining electrochemical sensors for LCP
diagnostics.

Keywords: biotechnology, biosensor, fibroin, graphite.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

Testes diagnosticos sdo imprescindiveis para confirmar uma condicdo de salde apos a
analise da historia clinica, a investigacdo epidemioldgica e a avaliagdo de sinais, sintomas e
exame fisico do paciente.

Quanto mais rapida for a deteccdo de um distdrbio, menor serd o intervalo entre sua
manifestacdo e seus efeitos no organismo humano. Além disso, no caso de doencas
infectocontagiosas, o diagndstico precoce possibilita reduzir ou até interromper a cadeia de
transmisséo (Deng; Xue, 2023).

Fatores como tempo, sensibilidade, especificidade e exequibilidade dos testes impactam
significativamente na evolucdo de uma doenca (Macovei et al., 2023).

A alta sensibilidade de um teste diagndstico esta relacionada a sua capacidade de
identificar um fendmeno quando ele esta realmente presente na amostra. Essa caracteristica é
particularmente vantajosa para testes de rastreio, pois reduz a probabilidade de resultados falso-
negativos (quando o fendmeno esta presente, mas ndo é detectado pelo teste). A medida que
um teste diagnostico possui alta especificidade, a possibilidade de que o resultado positivo
encontrado decorra de uma reacdo cruzada (por um mesmo receptor, por exemplo) diminui, e
o resultado pode ser denominado mais seletivo (Oliveira et al., 2010).

Caracteristicas da operacionalizacdo da execucdo de um teste diagnostico, como o local
onde o material é colhido (seja em um ambiente de assisténcia de salde ou fora dele), a
quantidade de profissionais necessarios, o tempo de treinamento e a capacidade de realizar todo
processo nos locais de cuidado do paciente (LCPs) interferem na exequibilidade da analise
(Gupta et al., 2021).

Todos esses fatores combinados compdem o custo do teste. Quanto menor for o custo,
maior serd a possibilidade de realiza-lo e replica-lo nas popula¢bes-chave (aquelas mais
frequentemente afetadas por uma doenca), resultando em um incremento para a assisténcia a
salde e a qualidade de vida dos individuos (Roy et al., 2020).

Dentre os principais testes diagnosticos estdo os testes rapidos, a dosagem de anticorpos
e outras substancias em fluidos biolégicos (por meio de métodos de imunoensaios), e a reacao
em cadeia de polimerase (RCP).

Os testes rapidos podem ser realizados nos LCPs, enquanto a dosagem de anticorpos
ocorre por meio de métodos de imunoensaios; ja a RCP necessita ser executada através de

técnicas de biologia molecular.
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A RCP possui alta sensibilidade e especificidade, demandando o acondicionamento da
amostra em condicGes especificas e o transporte para laboratorios com equipamentos e
profissionais especializados. Consequentemente, esse teste exige mais tempo para obtencéo de
resultados e custo mais elevado (Ergunay et al., 2011).

Os testes rapidos exibem a vantagem de possibilitar que orientacbes necessarias ao
paciente sejam dadas de forma imediata, diminuindo o risco de perda de seguimento, que pode
ocorrer durante os dias de espera entre a coleta da amostra com envio a um laboratdrio de apoio
e seu respectivo resultado (Dinnes et al., 2022).

Na busca por testes diagnosticos rapidos altamente sensiveis e executaveis nos LCPs,
0s biossensores representam um excelente instrumento para a deteccdo de diversas etiologias.
Esses dispositivos associam elementos bioldgicos que possuem afinidade entre si, como
fragmentos especificos do analito e biorreceptor, como na interacéo entre antigeno e anticorpo,
em uma plataforma capaz de captar essa interacdo (transdutor) e transformar a energia
proveniente dessa reacdo em um sinal mensuravel (Lima et al., 2018). Ao entrar em contato
com a amostra, 0s biossensores podem identificar a presenca de antigenos especificos a um
patdgeno de interesse ou até mesmo anticorpos produzidos em resposta a ele, fornecendo
resultados rapidos, com sensibilidade e especificidade (Pashchenko et al., 2018).

Os sensores bioldgicos sdo classificados de acordo com o tipo de sinal gerado na reagédo
ocorrida entre o analito e o biorreceptor naquele dispositivo, portanto, biossensores dpticos
detectam variacdes em propriedades Opticas (Abu-Salah et al., 2015); ao passo que biossensores
colorimétricos detectam mudancas na coloracdo gerada pela reacdo (Sharma et al., 2015);
biossensores magnéticos, por sua vez, detectam alternancias do campo magnéetico na plataforma
(Agiotis et al., 2016); e biossensores eletroquimicos sdo aqueles capazes de responder a
mudanca de propriedades eletroquimicas, como tensdo, corrente, resisténcia permitindo a
quantificacdo precisa do alvo de interesse (Shergill et al., 2022).

Os biossensores eletroquimicos possuem vantajosas caracteristicas técnicas, como alta
sensibilidade (detectando analitos mesmo em baixas concentracoes), seletividade para detec¢édo
de moléculas de interesse, portabilidade (por serem leves e compactos), rapidez (com resultados
em tempo real), baixo custo e facilidade para sua operacionaliza¢do (Garrote; Santos; Bueno,
2020).

O grafite € um mineral composto por estruturas hexagonais de atomos de carbono
laminares, sobrepostas a outras camadas dessa mesma constituicdo que as laminas
sobrejacentes. E dotado de caracteristicas fisicas como condutividade e maleabilidade

aumentados, alta condutividade elétrica, flexibilidade, somado a sua facilidade de aquisicao e
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seu baixo custo, representando uma boa opcdo de material a ser utilizado, portanto, em um
sensor eletroquimico (Kariuki, 2012).

O écido polilatico (PLA) é um polimero amplamente disponivel, de baixo custo,
isolante, bem maleavel e vem sendo utilizado com frequéncia associado a outras moléculas para
confeccdo de sensores eletroquimicos. No caso de sua incorporagdo ao grafite (PLA-G), este
ultimo, por ser dotado de alta condutividade, € um excelente material para compor plataformas
de biossensores eletroquimicos, facilitando a detec¢do do analito por meio das reac6es quimicas
entre este e o biorreceptor, resultando em um sinal elétrico mensuravel (Gasparotto et al., 2022).

Por sua vez, a fibroina (FB), polimero de origem natural, também denominado
biopolimero, extraido do casulo do bicho-da-seda, tem se mostrado um material promissor na
imobilizacdo de biomoléculas que atuam como biorreceptores (é possivel imobilizar/ancorar
substancias bioldgicas em na superficie da FB), aléem da fabricacdo de materiais de interesse na
area da saude, como curativos, proteses e implantes, hidrogéis e na liberacdo controlada de
farmacos (Cui, Z., 2016).

A fim de se obter um corpo de prova constituido pelos materiais acima descritos (PLA,
grafite e fibroina), a manufatura aditiva € uma estratégia que mantém as caracteristicas
funcionais originais desses materiais, como também possibilita a customizacdo do substrato
resultante, através da fusdo do composto original e sua deposicdo em camadas (Kafle et al.,
2021).

Tratando-se do desenvolvimento de um biossensor eletroquimico, filamentos
comerciais de PLA-G processados por manufatura aditiva (MA) podem representar uma
estratégia promissora para a confeccéo de eletrodos por conta da alta condutividade do grafite.
Por outro lado, o PLA, ja amplamente utilizado na confeccdo de biossensores, justifica sua
utilizacdo pela maleabilidade, estabilidade térmica e baixo custo de aquisi¢cdo (Salamanca et
al., 2023), enquanto a FB atua como um ja consagrado biorreceptor, como evidenciado no
trabalho de Lima em 2018.

A investigacdo de suas propriedades fisico-quimicas e sua condutividade € essencial
para validar seu potencial como um biossensor altamente sensivel e portatil, capaz de detectar
diversas doencas e gerar impacto positivo na satde individual e coletiva (Barmpakos; Kaltsas,
2021), com a utilizacdo de modelos de 6rgdo em chip aprimorados por biossensor para
elucidacéo do comportamento do glioblastoma, um érgéo agressivo do sistema nervoso central.

Ja neste presente ano, uma revisdo foi publicada trazendo os Ultimos biossensores
desenvolvidos para a identificacdo da Sepse (reacdo exacerbada pelo hospedeiro frente a um

quadro infeccioso, com alta morbimortalidade), dentre os quais, diversos demonstraram ser



15

instrumentos de facil execucdo no LCP e dotados de alta sensibilidade (Derichsweiler;
Herbertz; Kruss, 2025).

Em termos gerais, 0 emprego dos biossensores na area meédica tem crescido
exponencialmente, facilitado pelo amplo estudo do tema, assim como pela popularizacdo da
forma de obtencdo desses dispositivos, como a manufatura aditiva e a escolha de materiais

biocompativeis, customizaveis, de facil obtencéo e de baixo custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral da presente pesquisa foi estabelecer a prova de conceito a respeito de
um novo biomaterial com potencial aplicacdo em substratos para biossensores eletroquimicos,
com uso da plataforma de PLA-G, fabricada pela técnica de manufatura aditiva, funcionalizada

com FB.

2.2 Objetivos especificos

> Estabelecer as caracteristicas fisico-quimicas dos filamentos de PLA-G e das
plataformas fabricadas por manufatura aditiva pela técnica de modelagem por deposicao
fundida;

> Padronizar o método de funcionalizagdo das plataformas de PLA-G com FB e
determinar a influéncia da sua concentracdo nas caracteristicas de condutividade das
plataformas;

> Validar a prova de conceito referente a utilizacdo das plataformas de PLA-G
funcionalizadas com FB (PLA-G/FB) como potencial substrato para aplicacdo em

biossensores eletroquimicos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biossensor

Biossensores sdo dispositivos que utilizam moléculas biolégicas cuja interacéo entre si
é capaz de produzir algum tipo de energia mensuravel que, através de uma plataforma, consegue
transforma-la em um sinal que possa ser detectado (Barmpakos; Kaltsas, 2021).

Desde 1975, quando o primeiro biossensor (glicosimetro) foi desenvolvido por Leland
C. Clark, a gama de tipos desses dispositivos, a utilizagdo em diversas esferas da vida humana
e 0 aperfeicoamento de seu desenvolvimento cresceram exponencialmente. Inclusive, alguns
deles podem ser miniaturizados ou mesmo dispor de inteligéncia artificial para auxiliar na
interpretacédo de seus resultados, como também ter a capacidade de antever padrdes e otimizar
0s parametros esperados em um biossensor ideal (Rothbauer; Ertl, 2020).

Quando o analito reconhece outra molécula, chamada biorreceptor (representada
também por uma substéncia de natureza biologica), através de uma forte interacdo (como
antigeno—anticorpo), tais estruturas podem sofrer reconformacéo estrutural, liberar ou absorver
energia, formar uma nova molécula ou gerar outro efeito (Figura 1). Sendo necessario que o
analito esteja presente para que esses fendmenos ocorram devido a interacdo com o

biorreceptor, considera-se que o0 teste em questdo € reagente (Abu-Salah et al., 2015).

Elemento de Transdutor
reconhecimento

Sinal

Analito

Sem
* .
* sinal
Amostra Yk

Figura 1 — Componentes de um biossensor
Fonte: https://loosa.paginas.uFBc.br/biossensores/.



20

Os biossensores também podem ser classificados como biossensores de diagnostico in
vitro (sdo os mais comuns e identificam materiais genéticos, biomarcadores de proteinas ou
células tumorais circulantes, por exemplo), de monitoramento continuo (oximetro,
glicosimetro) ou vestiveis (adesivos cutaneos, 6culos, implantes invasivos) (Sharma et al.,
2015).

Seja qual for o tipo do biossensor a ser desenvolvido, buscam-se algumas caracteristicas
neste dispositivo: alta sensibilidade e especificidade, facilidade de montagem, execucdo e
interpretacdo dos resultados, baixo custo, reprodutibilidade e possibilidade de realizar todo o
processo de maneira rapida e no mesmo local onde o analito é coletado (Local de Cuidado do
Paciente — LCP) (Abu-Salah et al., 2015).

Os biossensores tém se mostrado ferramentas promissoras para o diagnostico rapido e
preciso de doencas infecciosas, desempenhando um papel essencial na deteccdo precoce e no
monitoramento epidemioldgico. Esses dispositivos combinam elementos biologicos com
sistemas de transducdo para identificar patdgenos, biomarcadores ou toxinas, oferecendo
solugdes inovadoras para a area da saude (Kim, E. et al., 2023).

Com a crescente demanda por metodos diagndsticos rapidos e acessiveis, 0S
biossensores tém sido amplamente estudados para a deteccdo de virus, bactérias e parasitas
responsaveis por doencas infecciosas. A sensibilidade e a especificidade desses dispositivos
possibilitam a identificacdo precisa de agentes patogénicos em diferentes matrizes biologicas,
como sangue, saliva e urina (Abu-Salah et al., 2015).

No caso dos biossensores eletroquimicos, hd uma plataforma (eletrodo) componente do
sensor responsavel por captar energia quimica e transformar em energia elétrica (Brett; Brett,
1993). Esses sensores costumam ser dotados de trés eletrodos (referéncia, contraeletrodo e de
trabalho; neste Gltimo ocorre a reacdo propriamente dita — Figura 2). O analito interage na

interface do eletrodo de trabalho com o biorreceptor, gerando um sinal (Pumera et al., 2007).
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COMPUTADOR POTENCIOSTATO

s~ =

CONTRA
ELETRODO DE
REFERENCIA ELETRODO
ELETRODO
DE TRABALHO
ELETROLITO

Figura 2 — Células eletroquimicas gerais de trés eletrodos. A: Eletrodo de trabalho (ET), contraeletrodo
(CE) e eletrodo de referéncia (ER) em solucdo, conectados a um potenciostato

Fonte: AH Bueno, Departamento de Engenharia Mecénica (DEMEC). Universidade Federal de Sdo Jodo
del-Rei.

No ambito da Infectologia, a detecgédo de patdgenos virais por biossensores tem ganhado
destaque nos ultimos surtos epidémicos, como os que foram causados por SARS-CoV-2, Zika
virus e virus da dengue. A capacidade de identificar cargas virais em amostras bioldgicas com
alta precisdo e rapidez, altamente sensiveis, com limites de detec¢do extremamente baixos
(Khristunova, 2020).

Novas abordagens, como biossensores baseados em inteligéncia artificial e aprendizado
de maquina, estdo sendo desenvolvidas para melhorar a precisdo e a interpretacdo dos
resultados. O avan¢o continuo na nanotecnologia, na biotecnologia e na inteligéncia artificial
promete impulsionar ainda mais o desenvolvimento desses dispositivos, contribuindo para a
melhoria da satde global (Noor; Chaudhry; Batool, 2023).

3.2 Polimeros em biossensores
3.2.1PLA
O écido polilatico, (PLA) — (C3H402)n, foi sintetizado pela primeira vez em 1954 por

Du Pont. E um termopléstico semicristalino oriundo de fontes renovaveis, como a cana-de-

acucar, e possui algumas caracteristicas como alto peso molecular, brilho, facilidade de ser


https://www.researchgate.net/institution/Federal-University-of-Sao-Joao-del-Rei?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHJvZmlsZSIsInByZXZpb3VzUGFnZSI6Il9kaXJlY3QifX0
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impresso a partir de filamentos, por sua boa capacidade de moldagem, é relativamente rigido,
biodegradavel e passivel de ser reciclado (lvanov et al., 2019). Sua estrutura é exibida na

Figura 3.

O OH
HO O

ot -1 O

Figura 3 — Estrutura do PLA com seus principais grupos funcionais (O=) e (OH)

Além disso, o PLA possui baixo custo e é facilmente impresso por manufatura aditiva.
(Joseph et al., 2023). Contudo, ele & altamente hidrofobo, necessitando, por vezes, de
tratamento para aumentar sua capacidade de conjugacdo ou interacdo com moléculas
hidrofilicas. A biodegradabilidade do PLA representa um diferencial importante na fabricacéo
de biossensores descartaveis, minimizando residuos eletronicos e promovendo solucdes
ambientalmente responsaveis.

No entanto, sua degradacdo em condicdes fisiologicas pode ser um desafio, exigindo
estratégias para melhorar sua estabilidade em meio aquoso. Do ponto de vista elétrico,
comporta-se como uma superficie isolante, com alta impedancia (Klaser et al., 2022).

Esse material tem se destacado como um material promissor na fabricacdo de
biossensores devido as suas propriedades biodegradaveis, biocompativeis e processaveis. Sua
aplicacdo tem sido amplamente investigada em diversas areas da bioengenharia, incluindo a
deteccdo de biomoléculas, sensores eletroquimicos e dispositivos para diagnostico medico.

Na fabricacdo de biossensores, o PLA ¢ frequentemente utilizado como substrato ou
matriz para a imobilizacdo de biomoléculas. Sua superficie pode ser funcionalizada para
melhorar a adsor¢do de enzimas, anticorpos e outras biomoléculas essenciais para a deteccao
especifica de analitos. Essa capacidade de modificacdo facilita a criacdo de biossensores
altamente seletivos e sensiveis (Taib et al., 2023).

Dentre as abordagens para a modificacdo da superficie do PLA, destacam-se a
incorporacdo de nanomateriais, como nanoparticulas metélicas e nanocompdsitos & base de

carbono, como o grafite. Essas modificacdes podem aumentar a condutividade elétrica e
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melhorar a resposta dos sensores eletroquimicos, tornando-os mais eficientes na detecgdo de
analitos de interesse biomédico (Temane; Orasugh; Ray, 2023).

A combinacéo de PLA com polimeros condutores, também tem sido investigada para
melhorar suas propriedades elétricas e aumentar a resposta dos biossensores. Essa abordagem
hibrida permite a criacdo de sensores mais eficientes e de alto desempenho. O avango na
nanotecnologia tem permitido a incorporacéo de novos materiais funcionais ao PLA, ampliando
suas possibilidades de aplicacdo, como a utilizacdo de nanofibras a base de PLA para a
farmacocinética de medicac6es utilizadas no tratamento do cancer (Contreras-Caceres et al.,
2019).

3.2.2 Grafite

O grafite € um material altamente versatil e tem sido amplamente utilizado em diversas
aplicagdes, incluindo biossensores. Sua estrutura é formada por camadas planas de
agrupamentos hexagonais de atomos de carbono, as quais estdo dispostas entre outras laminas

sobrepostas de igual constituicdo (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura do grafite
Fonte: site do Laboratério de Quimica do Estado Sélido da Universidade de Campinas (Unicamp)

O grafite possui alta condutividade elétrica, € um material flexivel e de boa estabilidade
quimica, altamente flexivel, acessivel e de baixo custo. Somado a essas caracteristicas, esse

material é de facil fabricacdo e apresenta boa estabilidade quimica (Kariuki, 2012).
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Outro aspecto importante na utilizacdo de grafite em biossensores é a estabilidade do
material ao longo do tempo. O grafite, especialmente o grafeno, apresenta boa estabilidade
quimica e mecanica, o que € essencial para a durabilidade dos biossensores. Isso significa que
0s sensores podem operar por periodos prolongados sem a necessidade de manutencdo ou
substituicdo dos componentes. Todos esses atributos sdo desejaveis que estejam presentes em
um biossensor. Nesse sentido, tem sido utilizado como material base na deteccdo aptameros
(DNA e RNA), variagOes de pH e temperatura, identificagdo de toxinas e metais pesados ou
biomarcadores de doencas — substancias especificas em encontradas em determinadas
condi¢des patoldgicas (Harsini et al., 2022).

Um dos principais avancos no uso do grafite em biossensores esté relacionado a sua
funcionalizacdo, que envolve a modificacdo quimica da superficie do material para permitir a
adesd@o de biomoléculas especificas. Esses processos podem incluir a imobiliza¢do de enzimas,
anticorpos ou DNA, permitindo a deteccdo de analitos com alta seletividade (Ueno, 2021).

Em biossensores eletroquimicos, o grafite é frequentemente utilizado como eletrodo de
trabalho, devido a sua boa condutividade elétrica e baixo custo. Em sensores de glicose, por
exemplo, o grafite pode ser modificado com enzimas como a glicose oxidase, que catalisa a
oxidacao da glicose, resultando em um sinal elétrico que pode ser medido (Hammond et al.,
2016).

A miniaturizacdo dos biossensores tem sido outra area em que o grafite se destaca. A
capacidade de produzir sensores pequenos e portateis € facilitada pela utilizacdo de grafite,
especialmente em sensores eletroquimicos de baixo custo. O grafite pode ser facilmente
integrado em dispositivos portateis, o que facilita seu uso para diagnosticos em tempo real, em
ambientes fora de laboratdrios convencionais (Anand et al., 2022). Isso € particularmente (til
em situacdes de emergéncia médica ou em locais remotos, onde o acesso a laboratérios pode
ser limitado.

O grafite pode ser combinado com outras nanoparticulas para melhorar a performance
dos biossensores. Por exemplo, nanoparticulas de ouro ou prata podem ser incorporadas ao
grafite para aumentar a area de superficie e a sensibilidade do sensor. Essas nanoparticulas
podem atuar como amplificadores de sinal, proporcionando uma resposta mais robusta a
presenca do analito de interesse (Kumar et al., 2020).

A detecgdo de patdgenos, como bactérias, virus e fungos, também tem sido um campo
promissor para a aplicacdo de biossensores a base de grafite. O grafite pode ser funcionalizado
com anticorpos especificos que reconhecem os patdgenos, permitindo a detecgéo rapida e eficaz

de infeccGes (Jiang et al., 2020)
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O continuo avanco nas pesquisas sobre grafite e seus derivados provavelmente ampliara
ainda mais as aplicacOes desse material no campo dos biossensores, tornando-o uma pega-chave

na revolucédo dos dispositivos de diagndstico e monitoramento em tempo real.

3.2.3 Fibroina de seda

Alguns insetos e aracnideos séo capazes de produzir casulos. O bicho-da-seda (Bombyx
mori) arquiteta naturalmente um casulo felpudo durante o periodo de vida entre suas formas de
lagarta e mariposa. O casulo do bicho-da-seda é exibido na Figura 5. A estrutura confeccionada
é composta por dois tipos de proteinas: a FB (filamento da seda constituida por regides de
formas cristalinas beta e semicristalinas) e a sericina, entremeando as areas de FB (Tansil; Koh;
Han, 2012).

Figura 5 — Casulo do bicho-da-seda com a espécie Bombyx mori em seu interior
Fonte: Mathias e Okamoto (2013).

Os aminoacidos que formam a fibroina sdo, majoritariamente, alanina, glicina (que
representam o maior percentual — cerca de 75% — da constituicdo dessa estrutura) e serina;
triptofano e tirosina também estdo presentes em menor quantidade. Tais aminoacidos se
repetem, integrando uma estrutura cristalina (conferindo resisténcia a tracdo) através da forma
folha-B (Figura 6). Por outro lado, a regido amorfa € responsavel pela resisténcia e pela retencéo
da umidade (Altman et al., 2003).
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A estrutura da fibroina confere estabilidade quimica e resisténcia mecanica aos
biossensores, permitindo seu uso em diferentes plataformas de deteccéo. A fibroina da seda tem
despertado grande interesse na area de biossensores devido as suas propriedades mecanicas,
biocompatibilidade e capacidade de modificacdo funcional. Ela apresenta excelentes
caracteristicas para a imobilizacdo de biomoléculas e a deteccdo de analitos em diferentes
contextos. Além disso, sua transparéncia éptica e flexibilidade possibilitam a integracdo com

técnicas Opticas e eletrdnicas avangadas (Asakura, 2021).

OH
0 0 CH3 0 CH3
NH\)'L NH\)J\ ' NH\)L
_ NH HH/Y NH
n
o 0
Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Figura 6 — Estrutura da FB com seus aminoacidos glicina (Gly), serina (Ser) e alanina (Ala) e seus
radicais hidroxila (OH), cetona (O=) e amina (NH)

Biossensores eletroquimicos baseados em fibroina tém demonstrado grande potencial
na deteccdo de glicose, lactato e outros metabolitos relevantes para o diagnostico clinico. Do
ponto de vista elétrico, comporta-se classicamente como uma substancia isolante. (Wang et al.,
2019).

Biossensores baseados em fibroina tém sido utilizados na deteccdo de biomarcadores,
microrganismos e compostos quimicos de interesse biomédico e ambiental, podendo detectar
patdgenos, como Vvirus e bactérias, como uma estrutura capaz de servir de interface de células
eletroquimicas e de plataforma de ancoragem para moléculas biologicas (que atuam como
biorreceptores) por peptideos (Lima et al., 2018).

Sua superficie pode ser funcionalizada com enzimas, anticorpos ou aptameros para
aumentar a seletividade e a sensibilidade da deteccdo (Wenk; Merkle; Meinel, 2023).

A fibroina se mostrou promissora como uma estrutura capaz de servir de interface de
células eletroquimicas e de plataforma de ancoragem para moléculas biolégicas (que atuam
como biorreceptores) por peptideos (Lima et al., 2018).

No campo da medicina regenerativa, biossensores baseados em fibroina tém sido

incorporados a dispositivos implantaveis para monitoramento em tempo real de processos
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bioldgicos. Essa aplicacdo abre novas possibilidades para 0 acompanhamento de pacientes e o
controle de terapias (Amirian et al., 2023).

Em suma, a fibroina da seda tem se consolidado como um material versatil e promissor
para a fabricacdo de biossensores, combinando sustentabilidade, biocompatibilidade e
excelente desempenho analitico. Seu uso crescente na nanotecnologia e bioengenharia promete
impulsionar o desenvolvimento de dispositivos inovadores para diagndstico e monitoramento

em diversas areas.

3.3 Manufatura aditiva

A utilizacdo da manufatura aditiva (ou impresséo 3D) se manifesta em diversos &mbitos
da vida humana (saude, educacéo, construcao civil, atividade comercial, militar e industrial) e
apresentou um aumento exponencial na Ultima década. Desde a confeccdo de componentes para
equipamentos eletrénicos, passando pela reproducdo de estruturas microscopicas, até a
producdo de tecidos humanos em medicina regenerativa, a cada dia novas utilidades e
possibilidades para essa tecnologia sdo descobertas (Senkoylu; Daldal; Cetinkaya, 2020).

A aplicacdo de manufatura aditiva no desenvolvimento de biossensores oferece diversas
vantagens. Primeiro, permite a criacdo de dispositivos com geometria complexa, o que €
particularmente importante em biossensores que frequentemente requerem superficies
especificas para melhorar a interacdo com biomoléculas. A capacidade de personalizar a forma
e as dimensbes dos sensores facilita a adaptacdo as necessidades de diferentes analises
biologicas. A manufatura aditiva, portanto, oferece uma abordagem inovadora para a
construcdo de sensores altamente especificos e eficientes. (Helguero et al., 2017).

No campo dos biossensores, um dos principais desafios € a integracdo de materiais
biocompativeis que interagem eficazmente com os analitos alvo, como proteinas, células ou
moléculas pequenas. A manufatura aditiva permite a utilizacdo de uma variedade de materiais,
como polimeros, metais, ceramicas e compostos hibridos, que podem ser selecionados ou
combinados de acordo com 0s requisitos do biossensor. A impressao 3D de materiais
biodegradaveis ou biocompativeis é especialmente importante quando se considera o
desenvolvimento de biossensores implantaveis ou de uso Unico. (Cui, M. et al., 2021).

Aléem disso, a manufatura aditiva possibilita a producdo de biossensores de alto
desempenho, com maior sensibilidade e especificidade, em comparacdo com dispositivos
fabricados por métodos tradicionais. O controle preciso sobre a estrutura micro e nanométrica

das superficies impressas em 3D pode melhorar significativamente a interagdo entre o analito e
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0s elementos sensoriais do biossensor. Isso é particularmente importante em areas como a
deteccdo de patdgenos ou biomarcadores especificos para doencas, onde a precisdao e a
sensibilidade sdo essenciais. (Sharafeldin; Jones; Rusling, 2018).

Outro ponto relevante é a possibilidade de fabricar biossensores em larga escala, como
a deteccdo de doencas em areas de recursos limitados. A manufatura aditiva reduz os custos
associados a producdo em massa e oferece uma alternativa econbmica para o desenvolvimento
de biossensores descartaveis, especialmente aqueles utilizados em testes rapidos e diagndsticos
no LCP (Parupelli; Desai, 2023).

Além disso, a manufatura aditiva também pode facilitar a integracdo de biossensores
em dispositivos portéateis e vestiveis (Khaleque et al., 2023). Sensores impressos em 3D podem
ser projetados para serem compactos, flexiveis e leves, o que os torna adequados para uso em
dispositivos de monitoramento continuo da satde, como os usados no monitoramento de glicose
em pacientes diabéticos ou na deteccdo de biomarcadores para doencas cardiacas.

A combinacdo de manufatura aditiva e biossensores também esté sendo explorada em
campos emergentes, como a biotecnologia e a engenharia de tecidos (Li; Lee, 2020). A
impressdo 3D permite a criacdo de matrizes tridimensionais que podem ser usadas para cultivar
células ou tecidos, os quais podem ser incorporados a biossensores para monitorar a resposta
biologica a estimulos especificos (Carvalho et al., 2021).

Dentre os desafios esta a necessidade de melhorar a resolucao das impressoras 3D, para
permitir a fabricacdo de estruturas em escala nanométrica. Além disso, a durabilidade e a
estabilidade dos materiais utilizados nas impressdes ainda precisam ser otimizadas para garantir
que os biossensores mantém sua eficacia a longo prazo.

A técnica da manufatura aditiva continua a evoluir, permitindo a producdo de
biossensores mais sofisticados e eficientes. A inovacao nas técnicas de impressao, a melhoria
na qualidade dos materiais e a integracdo com outras tecnologias, como a nanotecnologia e a
inteligéncia artificial, tém o potencial de transformar os biossensores em ferramentas ainda mais

poderosas para diagndsticos rapidos, monitoramento continuo da saude e detec¢do ambiental.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Plataforma de PLA-G/FB

4.1.1 Impressdo da plataforma de PLA-G

A primeira etapa do projeto consistiu em planejar um prototipo da plataforma para o
desenvolvimento do projeto. O protétipo idealizado foi constituido de PLA, no formato de um
cilindro oco, com base continua e com dimensfes de 17 mm de didmetro, bordas com altura de
9 mm e espessura de 2 mm. Duas estruturas (torres) constituidas de PLA-G foram assentadas
no centro da superficie do PLA e equidistantes (comprimento de 7 mm, largura de 3 mm e altura
de 5 mm) para a representacdo do substrato. Para a criagdo do modelo em ambiente virtual
utilizou-se o software AutoCAD Inventor v. 2023, posteriormente salvo em arquivo em formato
STL (Figura 7A e 7B).

9mm|

A)

Figura 7 — Modelagem para manufatura aditiva no aplicativo AutoCAD InventorVista lateral do
substrato com suas medidas
Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Posteriormente, o software BambulLab foi empregado no fatiamento do objeto (Figura
8).
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Figura 8 — Modelagem para manufatura aditiva no aplicativo BambuLab

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Na etapa final ocorreu a fabricagdo por manufatura aditiva utilizando a impressora

modelo Bambu P1S utilizando os filamentos comerciais de PLA (Figura 8A) e PLA/G (Figura

8B) da marca da Voolt3D. Os parametros da impressao séo exibidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros utilizados na impressao utilizando os filamentos comerciais de PLA e PLA/G

Temperatura de bico 210 °C
Temperatura de mesa 60 °C
Velocidade minima 50 mm/s
Velocidade maxima 300 mm/s
Altura de camada 0,2 mm
Espessura do bico 0,4 mm
Preenchimento 100%

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Esse processo ocorreu no FabLab, localizado no Nucleo de Inovacdo, Tecnologia e

Empreendedorismo — NITE da Universidade de Araraquara/Uniara (Figura 9).



https://www.uniara.com.br/nite/
https://www.uniara.com.br/nite/

32

(@) (b)

A’ B)

Figura 9 — (A) Impressora modelo Bambu P1S; (B) Filamentos comerciais de PLA-G (a) em preto e (b)
PLA em verde utilizados para a impressdo da plataforma
Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

As informagdes técnicas dos filamentos de PLA e PLA-G, disponibilizadas pelo

fabricante, sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Especificacdes técnicas dos produtos utilizados

PLA PLA-G
Marca Voolt3D Voolt3D
Modelo PLA premium PLA com grafeno premium
Matéria-prima Poliacido lactico Poliacido lactico e grafeno
Diametro do filamento 1,75 £ 0,02 mm 1,75 £ 0,05 mm

Fonte: Retirado de VVoolt3D.

A impressdo do protétipo foi feita utilizando a técnica de modelagem por deposicédo
fundida (MDF), consistindo na deposicdo do material fundido ordenadamente em camadas
sobrepostas - criando 0 objeto impresso - denominado neste trabalho como PLA-G processado
(Figura 10).
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Figura 10 — Substrato PLA-G processado (impresso) com duas “torres” em cor preta assentadas em uma
estrutura circular de PLA com bordas elevadas em cor branca
Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

4.1.2 Funcionalizacéo do substrato PLA-G com FB

4.1.2.1 Obtencao da FB

Os casulos do bicho-da-seda da espécie Bombyx mori foram cortados com tesoura em
porcdes de 10 g. A seguir, a partir de uma solucdo de NaCOs3 a partir de 4 L de dgua destilada
e 8,48 g de carbonato de sodio (Na2COs), aquecida até ebuligdo por 15 min, os pedacos dos
casulos foram mergulhados. Apos isso, a sericina e outras proteinas foram removidas do
entorno dos fios de FB, atraves de aquecimento em solucdo de NaCO:s.

As fibras de FB resultantes foram colocadas em um béquer com agua destilada até o
esfriamento e imersas em um béquer com 2 L de por duas vezes. As fibras secas, entdo, foram
estocadas em estufa a 50 °C por 24 h.

A seguir, adicionou-se 1 g de fibra de FB seca para cada 4,0 mL de uma solucdo 9,3 M
de brometo de litio (LiBr) até atingir a temperatura de 80 °C e a solubilizacao da FB.

A fim de se obter a dialise desse material, removeram-se Na,COs LiBr ou outras
impurezas contidas na solucdo, transferindo-a para a membrana de dialise de celulose hidratada
em 4 L agua destilada (12 mL de solucédo para cada 15 cm de membrana), que foi trocada por
seis vezes em 48 horas.

Prosseguiu-se com centrifugagdo no equipamento Ohaus (Frontier™ Recursos Multi
Pro Série 5000), inserindo a solugdo em tubos Falcon de 60 mL a 13.000 rpm por 30 min,

removendo-se o precipitado dos tubos.
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Por fim, a solugdo de FB foi mantida sob refrigeracdo (5° C) e, ap0s, aquecida a 37 °C,

determinando-se a concentracdo (m/m) da proteina na solucao obtida (Figura 11).

Remocgéao da sericina &
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Casulos Extracdo das fibras Lavagem das fibras Estufa por 24h a |
de fibroina de fibroina 50°C l
(Na,COs3)
N
FIBROINA = : \m@_ -— -
‘ | | Toeeds "
Armazenamento Centrifugagéo Dialise Solubilizagéo da fibroina

(LiBr)

Figura 11 — Processo de obtencdo da FB
Fonte: Elaborada por Jéssica Drieli Fodra (2024).

4.1.2.2 Deposi¢cdo da camada FB sobre os substratos impressos de PLA-G

A FB resultante do processo descrito acima foi gotejada no espaco entre as duas
estruturas (“torres”) de PLA-G em concentrac6es a 4% (40 mg/mL), 0,4% (4 mg/mL) e 0,04%
(0,4 mg/mL), respectivamente, formando um filme transparente nesse espaco. O substrato foi

armazenado em estufa por 24 h para secagem e armazenado até a realizacdo das analises.
4.2 Caracterizacao fisico-quimica do substrato
4.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Este método consiste na obtencdo das vibracdes e intensidades relativas de todas as
absorces, caracteristicas das ligacGes presentes na amostra de interesse. O sinal é obtido a

partir da interacdo da radiagdo eletromagnética na regido do infravermelho com o material

analisado.
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As amostras PLA-G foram submetidas a analise espectrofotométrica por refletancia
total atenuada (ATR) e analisadas na regido do infravermelho, através do espectrofotdmetro de
absorcao Bruker-Vertex 70, utilizando 64 varreduras de 4000400 cm™* com uma resolugdo de
2 cmt. Essas andlises foram realizadas em colaboragdo com o Laboratério Multiusuarios do

Instituto de Quimica da UNESP/Araraquara.

4.2.2 Caracterizagdo térmica

Comportamento térmico foi obtido através da Calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), Anélise termogravimétrica (TG) e Termogravimetria derivada (DTG) obtido em
equipamento DSC Q100 e SDT Q600 da TA Instruments.

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma técnica de analise térmica que
mede as diferengas no fluxo de calor entre uma amostra e um material de referéncia enquanto
ambos sdo submetidos a um programa de temperatura controlada.

Anélise termogravimétrica (TGA)/termogravimetria derivada (DTG). TGA é uma
técnica analitica que mede a variacdo da massa de uma amostra em funcdo da temperatura,
enquanto a amostra é aquecida ou resfriada em um ambiente controlado, enquanto a
termogravimetria derivada (DTG) é a derivada primeira da curva termogravimeétrica em relacédo
a temperatura ou ao tempo. Curvas TGA/DTG-DSC das amostras de PLA-G foram realizadas
no Laboratério de Biopolimeros e Biomateriais da Uniara (BioPolMat/Uniara). As curvas
TGA/DTG foram obtidas através de um analisador SDT Q600 TA Instruments, de 25 a 800 °C,
a uma razdo de aquecimento de 10 °C min~! sob fluxo de ar sintético de 100 mL min~t. Para

cada amostra, empregaram-se 5 mg depositados sobre o cadinho de alumina.

4.2.3 Difracdo de raios-X (DRX)

Consiste na caracterizacdo de fases cristalinas e de materiais que possuem uma mistura
de fases. Os difratogramas de raios-X foram obtidos pelo difratdbmetro modelo SmartLab SE,
da marca Rigaku, com detector D/teX Ultra 250 sob tensdo de 40 kV e corrente do tubo de
20 mA. O intervalo de medida variou do angulo inicial de 3° ao angulo final de 30°, através da
velocidade de escaneamento de 5° mint. As medidas foram realizadas no Laboratério de Raio-
X do Instituto de Quimica da UNESP/Araraquara.
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4.3 Testes de condutividade

Nesses testes, a impedancia foi o parametro de analise de condutividade eleito, cuja
variacdo nos substratos (PLA-G, PLA-G/FB 0,04%, PLA-G/FB 0,4% e PLA-G/FB 0,04%),
medida em funcdo da variacdo da frequéncia de onda.

Cada plataforma foi acoplada através de suas duas torres aos terminais (pontas de prova)
do dispositivo portétil de teste e medicdo Diligent Analog Discovery, que mede, grava, gera e
controla diversos sinais analdgicos, como a impedancia (Figura 12A). Na entrada compativel
desse Gltimo dispositivo, foi inserido o analisador de impedancia Impedance Analyzer (Figura
12B).

Figura 12 — Dispositivo Diligent Analog Discovery (A) e adaptador Impedance Analyzer (B)

Os testes ocorreram sob a seguinte metodologia: as 4 amostras (PLA-G, PLA-G/FB
0,04%, PLA-G/FB 0,4%, PLA-G/FB 0,4%) foram utilizadas em 2 grupos com 0,1 mL de
solucéo de tampéo fosfato-salino a 0,9% (grupo 1) — e sem essa solucdo (grupo 2). Os testes
ocorreram 5 vezes para cada uma das 4 amostras em cada grupo (grupo 1 e grupo 2), totalizando
40 testes, sob uma temperatura controlada de 22 °C.

Foram empregadas frequéncias em uma faixa de variacdo de 1 KHz a 1 MHz pelas
pontas de prova do equipamento acoplado as torres do substrato, obtendo-se dados que,
simultaneamente, foram interpretados pelo software Waveforms, selecionando-se a opgéo
“impedancia”. O software gerou gréaficos da variagdo da impedancia em fungao da frequéncia
em um computador, através do qual os dados puderam ser extraidos para o computador. Esse

sistema interligado € representado na Figura 13.
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Figura 13 — Representacao do sistema

Nota: Substrato dotado de duas torres (em preto) onde as pontas de prova (em amarelo) sdo acopladas
em uma de suas extremidades. Na outra extremidade, elas estéo ligadas ao dispositivo Diligent Analog
Discovery (em verde), que foi conectado ao adaptador Impedance Analyzer (em azul), produzindo sinal
captado pelo computador, no qual o software Waveforms transformou esses dados em graficos que, a
partir de dispositivos externos (como pendrive), podem ser inseridos ao computador para exporta-los

Fonte: Elaborado pelo autor pelo aplicativo Biorender.

Os testes foram realizados no Laboratorio de Informatica do Departamento de

Engenharia Elétrica da Escola de Engenharia da Universidade de Sdo Paulo em S&o Carlos/SP.

4.4 Analises estatisticas

Apos a obtencdo dos graficos correspondentes aos testes executados, foram feitas
andlises estatisticas através do software Minitab, por meio de boxplots (box-and-whisker plots),
que avaliam e comparam distribuicdes de amostras; intervalos de confianca para a média
populacional, comparando 2 amostras aleatorias independentes; e pela Analise de Variancia
(ANOVA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo quimica e morfolédgica do substrato
5.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Neste estudo, os espectros de FTIR de PLA, PLA-G e PLA-G/FB evidenciaram a
presenca de bandas na regido de 3.000-2.850, 1.750-1.745, 1.186 e 1092 cm™ pertencente ao

estiramento de —CH, estiramento de C=0, e estiramento simétrico e assimétrico de C—-O-C,
respectivamente, caracteristicos do PLA (Figura 14).
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Figura 14 — Curvas obtidas na FTIR com comprimento de onda (cm™) em funcdo da variagio
transmitancia em unidade arbitraria para cada amostra analisada
Nota: (a) PLA processado, (b) PLA-G processado, (¢) PLA-G/FB 0,04%, (d) PLA-G/FB 0,4% e (e)

PLA-G/FB 4%.
Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

A medida que o grafite foi incorporado de (a) para (b) e a FB foi depositada em
concentracdes crescentes (0,04%; 0,4% e 4%) de (b) para (c), (d) e (e), nos comprimentos de
onda 1.750-1.745 cm™ e 1.186 cm'', as bandas caracteristicas do PLA diminuem
progressivamente, o que pode corresponder a diminuicdo da proporcéo do PLA em relagdo aos

demais componentes da amostra, atestando sua presenca na plataforma desenvolvida.
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Tratando-se das amostras que conteriam grafite, ndo foi constatada a presenca de bandas
adicionais, com a predominancia das mesmas bandas relatadas anteriormente. Sabe-se que o
espectro do grafite ndo oxidado praticamente ndo apresenta nenhuma banda caracteristica.

Em 2016, Drewniak et al. analisaram estruturas de resisténcia baseadas em oxido de
grafite (GRO) e 6xido de grafeno (rGO) e como suas estruturas eram afetadas por hidrogénio,
dioxido de nitrogénio e didéxido de carbono, utilizando, dentre outras técnicas, o FTIR,
demonstrando que as versdes oxidadas do grafite (GO/rGO) tém picos intensos em 3320—
3430cm™ (OH), 1730 cm™ (C=0), 1220cm™* (C-O-C) e 1050cm™ (C-0), revelando
funcionalizag&o por oxigénio.

Em 2016, Strankowski et al. encontraram intervalos muito semelhantes compativeis
com as bandas caracteristicas das formas oxidadas do grafite (ao desenvolver um
nanocomposito de poliuretano usando o0xido de grafeno reduzido termicamente para modificar
a matriz de elastdmeros de poliuretano), assim como Sudhakar et al. (2014), ao extrair uma
célula priméaria convertida em 6xido de grafeno reduzido (rGO) usando carbonato de calcio
através de eletrodos de poli(vinilpirrolidona) (PVP) e poli(etilenotereftalato) (PET). Contudo,
nesse mesmo trabalho, no comprimento de onda de 1600 cm™, houve a detectacdo de banda
caracteristica do grafite em seu estado bruto.

Tais achados confirmam que, nesse presente trabalho, o grafite estd presente e a sua
utilizada é a ndo oxidada.

Ja para as amostras de PLA-G/FB, observou-se a presenca das bandas na regido de
3.310-3.270 cm™?, correspondentes as vibracdes de estiramento N—H, O—-H, e as bandas em
1.650 e 1.520 cm™?, correspondentes a amida | e amida 11, respectivamente, pertencentes ao
dominio amorfo da FB em (c), (d) e (e). De fato, observa-se que essas bandas ndo sdo
visualizadas nas linhas correspondentes ao PLA (a) e PLA-G (b), ja que essas plataformas
possuem apenas PLA e grafite, sem FB.

Além disso, ao passo que as concentracdes de FB aumentam na amostra de (c) para (e),
as bandas proprias dessa substancia se tornam mais proeminentes, reafirmando a presenca de
FB nessas plataformas e estabelecendo uma rela¢do concentragdo-dependente para o tamanho

dessas bandas.
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5.1.2 Analises térmicas

As curvas obtidas na técnica de TGA, a partir das amostras utilizadas, sdo apresentadas
na Figura 15 e as curvas de DTG sdo exibidas na Figura 16.
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Figura 15 — Curvas TGA com temperatura em graus Celsius (T°C) em funcdo da variacdo de massa em
porcentagem (%) para cada amostra analisada (filamento de PLA, filamento PLA-G, PLA-G
processado, PLA-G/FB 0,04%, PLA-G/FB 0,4%, e PLA-G/FB 0,4%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Para a curva TGA de PLA, observou-se uma perda de massa inicial de 1,8% (100-
98,2%) na faixa entre 29-286 °C, que € atribuida a evaporacdo do teor de umidade; o evento
seguinte ocorreu a partir de 303 até 360 °C, com uma rapida perda de massa - 98,6% da amostra
(100-1,4%). Em cerca de 460 °C, houve a decomposicdo completa da amostra de PLA.

Tanto para filamento de PLA-G comercial quanto para o PLA-G processado, observou-
se uma perda de massa inicial de 2,6% (100-97,4%) entre 29-313 °C, que também € atribuida a
evaporacdo do teor de umidade; o evento seguinte ocorreu entre 313 e 423 °C. Contudo, essa
faixa de temperatura representou perda de 87% para o filamento comercial e 87,7% para o
filamento processado. A partir de 400 °C, quando todo o PLA foi decomposto, a massa final é
de 10,4% e 9,7% da massa inicial para o filamento comercial e o filamento processado,
respectivamente e esses dois valores sdo exatamente os percentuais de grafite na amostra de
PLA-G.

Para as amostras de PLA-G contendo FB em concentracfes crescentes, em média, a

perda de massa inicial ocorreu até 314 °C com variacdo de 6 a 11% de massa, correspondendo
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a evaporacdo da umidade da superficie da amostra como também da decomposi¢do térmica de
FB, que foi evidenciada antes do PLA, cuja degradacdo térmica até 423 °C, restando o grafite,
com massa final de 7,4 e 11,9% em relagdo a massa inicial.

Observou-se que a presenca de grafite na amostra de PLA-G confere aumento na
estabilidade térmica em relagdo a plataforma de PLA, a medida que é necessaria uma
temperatura maior para inicio da degradacdo da amostra. Ademais, a sobreposicao de FB em
PLA-G tem um impacto insignificante na estabilidade do compésito PLA-G, visto que pouco
altera a temperatura inicial e final da degradacdo da amostra em relagéo ao PLA-G.

No trabalho de H. Kim e Lee (2020), que também utilizou PLA-G como substrato,
conforme a temperatura aumentava, ocorria a primeira perda de massa significativa de 180 °C
a 300 °C. Houve perda de massa na curva TGA de cerca de 77,62% e 6,63% em torno de 180
°C a 300 °C e 300 °C a 400 °C, respectivamente. No intervalo entre 400 °C a 800 °C, um peso
residual de 15,11% permaneceu, demonstrando que o grafite ndo se decompds, assim como

nesse estudo presente. As curvas de DTG séo mostradas na Figura 16.
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Figura 16 — Curvas DTG com temperatura em graus Celsius (T°C) em funcédo da % de varia¢do de massa
com a temperatura (%/°C) para cada amostra analisada (filamento de PLA, filamento PLA-G, PLA-G
processado, PLA-G/FB 0,04%, PLA-G/FB 0,4%, e PLA-G/FB 0,4%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

A fim de explicitar as temperaturas mais relevantes (temperatura inicial de degradacéo
térmica, a temperatura maxima) e a perda de massa respectiva para cada uma das amostras na

DTG, é exibida a Tabela 3.
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Tabela 3 — Determinacdo da temperatura inicial de degradacdo térmica (Tonset), temperatura maxima
(Tmax) € a perda de massa para cada amostra analisada.

Amostras Tonset (°C) Tmax (°C) Perda de massa
(%)

PLA 303 336 98,6

PLA-G 313 355 91,2

PLA-G processado | 313 354 89,8

PLA-G/FB 0,04% 314 354 87,8

PLA-G/FB 0,4% 314 356 90,9

PLA-G/FB 4% 314 354 92,1

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Frente a esses resultados, € possivel observar que o pico de DTG para a plataforma de
PLA ocorre a uma temperatura substancialmente menor (cerca de 330 °C) que as demais
amostras de PLA-G, PLA-G/FB 0,04%, PLA-G/FB 0,4% e PLA-G/FB 4% (cerca de 360 °C),
refletindo as conclusdes ja evidenciadas a partir das curvas do experimento TGA.

Curvas DSC estdo mostradas na Figura 17, em que 0s principais eventos observados
incluem a temperatura de transicdo vitrea (Tg,) temperatura de cristalizacdo (cold

crystallization — Tc), e temperatura de fuséo (Tf) e os dados compilados estdo na Tabela 4.

Tg = transicdo vitrea

Te = cristalizagdo (cold cristallization)

Tf = fusdo
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Figura 17 — Curvas DSC com temperatura em graus Celsius (T°C) em funcéo do fluxo de Calor em
Watts por grama (W/g) para cada amostra analisada (filamento de PLA, filamento PLA-G, PLA-G
processado, PLA-G/FB 0,04%, PLA-G/FB 0,4%, e PLA-G/FB 0,4%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Tabela 4 — Determinagdo da temperatura de transicao vitrea (Tg) e temperatura de fusdo (Tfs) em cada
amostra analisada

Amostras Tg (°C) Tfs (°C)
Filamento PLA 178 341
Filamento PLA-G 174 362
PLA-G processado 172 359
PLA-G/FB 0,04% 171 359
PLA-G/FB 0,4% 174 364
PLA-G/FB 4% 171 359

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

O primeiro evento atribuido a Tg ocorreu entre 57,2 a 59,5 °C, caracteristico do PLA,
sem influéncia do grafite ou de FB. O evento seguinte, pico exotérmico, é atribuido a
cristalizacdo do PLA (entre 70 a 100 °C).

Observa-se reducdo nesta temperatura do PLA com relagdo a PLA-G indicando que o
grafite facilita a cristalizacdo do PLA.

Na regido de entre 150-200 °C observa-se 0 pico de fusdo, endotérmico, do PLA, sendo
menor para a amostra de PLA-G. Na regido acima de 300 °C, com pico endotérmico, observa-
se a decomposicéo térmica do PLA. Assim como observado nas curvas TGA/DTG, a presenca
de grafite no PLA aumenta a estabilidade das amostras, como é evidenciado pelo aumento da
Tonset na demais amostras nas curvas DSC.

Se comparadas a plataforma de PLA, cuja Tg foi de 178 °C e Tfs foi de 341 °C, as 5
demais amostras apresentaram uma diminuicdo de Tg de, pelo menos, 4 °C (178 e 174 °C) e
uma variacao de apenas 3 °C entre si (171 a 174 °C), além de um aumento da Tfs de, pelo
menos, 18 °C (341 e 359 °C) e uma variacdo de apenas 5 °C entre si (359 a 364 °C), significando
que o acréscimo do grafite conferiu maior resisténcia do material ao calor, ao passo que a
funcionalizacdo com FB em diferentes concentracdes ndo demonstrou um impacto significativo
nesse quesito.

De maneira andloga, o estudo de Mendoza-Duarte e Veja-Rios (2024), utilizou
nanocompositos a base de PLA em distintas GrO pelo processo de mistura de fuséo langando

médo de tratamento térmico em compdsitos PLA/GrO e foi possivel observar que GrO sofreu
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alteracbes estruturais quimicas durante a mistura de fusdo, enquanto submetido a uma
temperatura de 190 °C por 10 min, causando uma modificagdio no GrO durante o
processamento, diminuindo nas propriedades térmicas das amostras de PLA/GrO, mais

pronunciadamente em altas concentragdes de GrO.

5.1.3 Difragéo de raios-X (DRX)

Na analise de DRX, mostrada na Figura 18, foram observados os padrfes de difracdo
em aproximadamente 20 = 16° relativos aos planos (200/110) da célula cristalina ortorrombica
do PLA, caracteristico da fase o, sendo evidenciados nas cinco curvas, comprovando-se a

presenca desse material em todas as amostras utilizadas.
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Figura 18 — Curvas obtidas na DRX com o angulo de difra¢do (20) da intensidade em unidade
arbitraria (u.a.). (a) PLA; (b) PLA-G; (c) PLA-G/FB a 0,04%; (d) PLA-G/FB a 0,4%; (e) PLA-
G/FB a 4%

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Da mesma maneira, pode-se inferir que o grafite esta presente em todas as amostras
empregadas no presente estudo, haja visto visualizados picos de difracdo em 20 = 26° nas
amostras (b), (c), (d) e (e), referente ao plano (002) do grafite. De modo muito semelhante,
Donato et al. (2023) observaram esse fendmeno durante a oxidagdo do 6xido de grafeno
reduzido, na tentativa de descrever as funcionalidades relacionadas ao OG quando adicionado

entre as camadas de grafite, deveria desaparecer completamente diante desse experimento.
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Entretanto, pelo menos 5 das 34 amostras analisadas apresentaram picos residuais intensos em
nos picos de difracdo caracteristicos do grafite (260 ~ 26,3°), confirmando a presenga desse

material também naquele trabalho.

5.2 Testes de condutividade

Os resultados dos valores médios e desvio-padrao de impedancia (em KOhm) em funcéo

da frequéncia (em KHz) dos testes executados sem PBS s&o exibidos na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores médios e desvio padrdo da impedancia (KOhm) das plataformas (PLA-G, PLA-
G/FB 0,04%, PLA-G/FB 0,4% e PLA-G/FB 4%) nos 5 testes realizados para cada amostra, sem PBS,

para cada valor de frequéncia (KHz)

Frequéncia
SEM PBS (KOhm)
(KH2)

PLA-G PLA-G/FB 0,04% PLA-G/FB0,4% PLA-G/FB 4%
1 40297,3+4357,1  40477,5+2904,7 39976,8+2269,7 41536,5+3074,8
20 2212,6+118,8 2256,6+23,6" 2207,2+42,6" 2446,2+45,1%
40 1174,6%77,6 1171,9+21,1 1174%23 1233,9+44,9
60 846,3+84,8 805,2+128,5 781,8+65,2 842,9+87,8
80 606,7+43,6 696,1+11,8" 596,4+36,8" 671,7+60,9"
100 492,9+31,3 498,4+6,2" 490,742, 7% 527,6+8,6™"
200 252,2+14,6 255,9+4,2% 251,2+3,7% 277,9£12,3%
400 130,3+9,8 130,5+1,7% 127,2+0,4% 138,3+1,5%
600 846,4+84,8 676,7+394,2 84,7+0,3" 92,6+0,4"
800 606,8+43,6 66,2+0,8" 64,4+0,2% 70,30,7%
1000 52,0£3,5 52,940, 74 51,4+0,1% 56,3+0,8"

Legenda: PLA-G: padrdo. Experimentos que comungam de auséncia de letra ou a mesma letra (A, B ou
C) sdo iguais estatisticamente.
Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

Analisando a Tabela 5, para as amostras sem PBS, verifica-se que ndo houve diferenca
estatistica (valor p > 0,05) entre as médias das diferentes plataformas (PLA-G; PLA-G/FB 4%;
PLA-G/FB0,04%; PLA-G/FB0,4%) nas frequéncias de 1, 40 e 60 KHz. Entretanto, houve

diferenca estatistica (valor p < 0,008) entre as médias nos diferentes niveis do fator experimento
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(PLA-G; PLA-G/FB 4%; PLA-G/FB0,04%; PLA-G/FB0,4%) nas frequéncias de 20, 80, 100,
200, 400, 600, 800 e 1.000 KHz.

A partir dos dados da Tabela 5, foram obtidas curvas da variagdo da impedancia,
visualizadas na Figura 19.

Impedancia x Frequéncia
Para Diferentes Concentracoes de Fibroina
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Figura 19 — Curvas da variacdo da impedancia (KOhm) em funcéo da variacdo da frequéncia (kHz),
sobrepostos, para cada plataforma (PLA-G em vermelho, PLA-G/FB 0,04% em verde, PLA-G/FB 0,4%
em laranja e PLA-G/FB 4% em azul) padronizados com um valor fixo para o eixo da impedancia
(ordenada), sem PBS

Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

Analisando a Figura 19, apesar da analise estatistica tem evidenciado diferenca entre 0s
grupos nas frequéncias acima descritas, as curvas obtidas demonstram que o comportamento
da impedancia em cada um dos substratos € muito semelhante, sendo que elas estdo
praticamente sobrepostas. Nas frequéncias mais baixas, a impedancia é muito alta tendendo ao
infinito. Sem a solucdo de PBS, as duas torres de PLA-G estdo separadas por um assoalho de
PLA (material isolante), obtém-se altos valores de impedancia.

A medida que a frequéncia aumenta, a impedancia diminui acentuadamente, por volta
do valor de 20 KHz, a curva inicia uma inflexdo e, em cerca de 200 KHz, ela tende a valores

constantes a partir desse valor.
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Sendo assim, de 1 a 60 KHz, os grupos sdo praticamente iguais, com excegdo de 20
KHz. A partir de 80 KHz, h& distingdo em relagdo ao grupo controle (PLA-G). E, em 800 e
1000 KHz, observam-se diferencas entre os grupos com FB em diferentes concentragdes.

J& em relacdo aos testes realizados para as 4 plataformas com PBS, os resultados dos
valores médios e desvio-padréo de impedancia (em KOhm) em funcéo da frequéncia (em KHz)

sdo exibidos na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo da impedancia (KOhm) das plataformas (PLA-G em
vermelho, PLA-G/FB 0,04% em verde, PLA-G/FB 0,4% em laranja e PLA-G/FB 4% em azul) nos 5
testes realizados para cada amostra, com 1 mL de PBS, para cada valor de frequéncia (KHz)

Frequéncia (KHz) COM PBS (KOhm)

PLA-G PLA-G PLA-G PLA-G
1 9,325 9,3+2,5 9,325 9,3+2,5
20 4,8+1,2 4,8+1,2 4,8+1,2 4,8+1,2
40 4,3+1,1 4,3+1,1 4,311,1 4,3£1,1
60 4,1+1,0 4,1+1,0 4,1+1,0 4,1+1,0
80 3,9+1 3,9+1 3,9+1 3,9+1
100 3,8+0,9 3,8+0,9 3,8+0,9 3,8+0,9
200 3,4+0,8 3,4+0,8 3,4+0,8 3,4+0,8
400 3,0+0,8 3,0+0,8 3,0+0,8 3,0+0,8
600 2,8+0,6 2,8+0,6 2,8+0,6 2,8+0,6
800 2,6+0,6 2,6+0,6 2,6+0,6 2,6+0,6
1000 2,4+0,5 2,4+0,5 2,4+0,5 2,4+0,5

Legenda: PLA-G: padrdo. Experimentos gque comungam de auséncia de letra ou a mesma letra (A, B ou
C) sdo iguais estatisticamente.
Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Para as amostras com PBS, houve diferenca estatistica (valor p < 0,008) entre as médias
nos diferentes niveis entre as 4 plataformas (PLA-G; PLA-G/FB 4%; PLA-G/FB0,04%; PLA-
G/FB0,4%) nas frequéncias de 1, 20 e 40 KHz.

A partir da frequéncia 60 KHz, exceto na frequéncia de 200 KHz, ndo houve diferenca
estatistica apenas entre a médias das plataformas PLA-G/FB0,4% e PLA-G/FB 4%.

A partir dos dados da Tabela 6, foram obtidas curvas da variagdo da impedancia,

visualizadas na Figura 20.



49

Impedancia x Frequéncia
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Figura 20 — Curvas da variacdo da impedancia (KOhm) em funcéo da variacdo da frequéncia (kHz),
sobrepostos, para cada plataforma (PLA-G em vermelho, PLA-G/FB 0,04% em verde, PLA-G/FB 0,4%
em laranja e PLA-G/FB 4% em azul) padronizados com um valor fixo para o eixo da impedancia
(ordenada), com PBS

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

A partir dos dados da Tabela 6 e da Figura 20, em valores de frequéncia mais altos, a
impedancia dos substratos com PBS (independentemente da concentracdo de FB) é
substancialmente menor que os substratos sem PBS. Além disso, nota-se que os valores
méaximos de impedancia diminuem em pelo menos 98% nas amostras com PBS nas faixas de
menores valores de frequéncia, mostrando seu papel na queda da impedancia, visto que essa
solucdo é constituida por uma quantidade expressiva de eletrélitos, que se comportam como
condutores, assemelhando-se a concentracdo do sangue, justificando sua escolha neste
experimento a fim de mimetizar o comportamento de um sensor elétrico quando exposto a esse
material bioldgico.

De modo semelhante em 2019, Sharif et al. injetaram uma solucdo contendo acido
nucleico (ao invés de PBS) em uma plataforma impedimétrica sob uma faixa de frequéncia de
1 Hz - 900 kHz, registrando as curvas de impedancia diminuiram proporcionalmente frente a
concentragdes crescentes dessa solugéo.

Quando a solucéo de PBS estabelece, nas plataformas, o contato entre as duas torres de

PLA-G, as custas do grafite (que é um material condutor), a impedancia naturalmente cai.
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Nas frequéncias mais baixas, as curvas estdo visivelmente bem distantes entre si e,
conforme elas aumentam, essas véao se aproximando. Nas frequéncias mais altas, as curvas do
PLA-G e PLA-G/FB 0,04%, parecem estar quase justapostas, assim como as curvas do PLA-
G/FB 0,4% e PLA-G/FB 4%, distintas duas a duas.

No desenvolvimento de um sensor eletroquimico, a escolha da plataforma PLA-G/ FB
0,04% (FB em menor concentracdo) poderia ser justificada por representar aquela que menores
valores médios de impedéancia ao longo dos valores de frequéncia, se comparada a PLA-G.

Por outro lado, eleger a plataforma PLA-G/FB 4% (FB em maior concentracdo), para
constituir esse dispositivo, significa dispor de maior area de contato para a imobilizacdo de
biorreceptores, apesar de se apresentar com valores de impedancias maiores que as plataformas
dotadas de FB em menores concentragdes (PLA-G/FB 0,004% e PLA-G/FB 0,4%), tendo em
vista que a FB é um material isolante e concentracdo-dependente (como descrito por Wang et
al. em 2019) e isso se reproduz na Figura 20 onde, em concentracfes mais altas de FB, os
valores de impedancia sdo maiores, dificultando a passagem da eletricidade no sistema.

De modo semelhante a utilizacdo da FB, Dapra (2013) mensurou a impedancia de chips
empregando aptameros, imobilizados em sua superficie através de um potenciostato, conectado
aos eletrodos com varreduras em uma faixa de frequéncia de 100 kHz a 200 mHz, com o
software “EIS Spectrum Analyzer”, cujos resultados indicaram menores valores de impedancia
em valores de frequéncia mais baixos.

Os limitantes desse trabalho foram a utilizacdo de substratos que ainda necessitam de
aprimoramentos quanto a técnica de impressdo, dimensbes e interface com o sistema de
conducédo, como também a utilizacdo apenas de um parametro elétrico — a condutividade — e
a incerteza acerca da quantidade ideal da concentracao de FB a ser utilizada para prover melhor
condutividade.

Evidencia-se que novos estudos sdo necessarios para um modelo de substrato que, sendo
aprimorado, pode ser um promissor transdutor para o desenvolvimento de um sensor

eletroquimico para a detec¢do de diversas patologias (como os agravos da Infectologia) no LCP.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam o conceito de confec¢do de uma nova
plataforma constituida por PLA-G, impresso pela técnica de manufatura aditiva, funcionalizado
com FB, para a futura aplicacdo em biossensores eletroquimicos.

As analises quimicas evidenciaram o comportamento caracteristico dos constituintes (e
grupos funcionais) na plataforma (PLA, grafite e FB), respectivamente, confirmando sua
presencga nas amostras.

As andlises térmicas ndo mostraram um impacto significativo da FB, depositada sobre
a plataforma PLA-G, de cristalizacdo ou de fuséo (gerando curvas muito semelhantes entre si).
O contrario pode ser dito quando o grafite é incorporado ao PLA em PLA-G, ja que sua presenga
alterou significativamente as curvas dessas analises.

A impedancia variou de acordo com o0s constituintes das plataformas utilizadas,

revelando um comportamento concentracdo-dependente.
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