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RESUMO

Sistemas miniaturizados com eletrodos de carbono impressos (SPCEs) sdo tecnologias
promissoras para monitorar no local, moléculas de interesse ambiental (e.g. poluente
emergente) e clinico (e.g. biomarcador). Neste trabalho, sistemas eletroquimicos
miniaturizados foram desenvolvidos para detectar as seguintes moléculas: sulfametoxazol
(SMX), trimetoprima (TMP), antigeno de carboidrato 15-3 (cancer de mama), metabdlito 25-
hidroxivitamina D3 (vitamina D), lactato e o antigeno prostatico especifico (cancer de prostata).
Um desempenho otimizado dos SPCEs caseiros foi obtido usando um tratamento eletroquimico
em solucdo de tampédo fosfato (PBS). Para os antibioticos SMX e TMP foi desenvolvido um
sensor baseado em papel com nanofitas de dxido de grafeno reduzidas (rGN). Os limites de
deteccdo (LOD) para SMX e TMP foram estimados em 0,09 uM e 0,04 uM, respectivamente,
com uma resposta linear de 1 pM a 10 uM. O sensor foi reprodutivel (RSD <5%) e seletivo,
inclusive em amostras de dgua de torneira. Um imunossensor do tipo sanduiche constituido por
um filme layer-by-layer de nanoparticulas de ouro (Au) e éxido de grafeno reduzido (rGO) foi
desenvolvido para detectar o biomarcador de cancer de mama CA15-3. O imunossensor foi
capaz de detectar o CA15-3 em amostras de soro humano e saliva artificial com um LOD de
0,08 fg mL* dentro de uma ampla faixa linear de concentragio de 0,1 fgmL a1 pgmL™. O
imunossensor também foi seletivo para CA15-3, robusto e estavel para permitir o
armazenamento a 4 °C por mais de 30 dias. Para monitorar o metabdlito 25(OH)D3 em soro
humano e saliva, construiu-se um chip imunossensor flexivel e sem rétulo. A plataforma do
dispositivo foi feita com dendritos de ouro em forma de arvore (AuDdrites), obtidos
eletroguimicamente pela dessorcao seletiva da L-cisteina sobre os planos (111) do ouro. O chip
foi capaz de detectar o metabolito em 15 minutos com uma faixa de concentracdo dentro dos
valores de interesse clinico e apresentou um LOD de 0,03 ng mL™1. Um sistema portatil com
diodo emissor de luz (LED) de 3 W e compativel com SPCEs também foi desenvolvido para
deteccdo fotoeletroquimica. O dispositivo produzido em impressora 3D, foi usado para detectar
lactato e PSA sobre nanoparticulas de TiO2 modificadas com filme polimérico de [Ni(salen)]
(referido como TiO.@poli[Ni(salen)]) e nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO2) sensibilizado
com nitreto de carbono grafitico e aril diazonio (referido como Amb/Nii-gCsN4/TiO2),
respectivamente. O sensor fotoeletroquimico para lactato exibiu excelente estabilidade,
reprodutibilidade e seletividade em uma faixa linear de 0,1 a 20 mM com LOD de 88 uM.
Também foi demonstrado por medidas de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) in situ que o diéxido de carbono (COz) é o produto principal da
fotoeletrooxidacdo de lactato sobre TiO @poli[Ni(salen)]. Em adicdo, o sensor para 0
biomarcador de cancer de prostata PSA foi capaz de detectar o marcador tumoral em amostras
de soro humano em uma faixa de 1071° a 10 g mL~* com limite de detecgéo tdo baixo quanto
0,06 fg mL™. A robustez do dispositivo foi confirmada com testes de reprodutibilidade e
estabilidade. A estratégia de funcionalizacdo dos nanomaterias fotoativos com sal de aril
diazbnio diminuiu a recombinacdo de portadores de carga fotogerados, levando a um aumento
na fotocorrente e, forneceu grupos carboxilicos para ancorar anticorpos por meio da reacdo da
carbodiimida, o que possibilita a extensdo da plataforma de detecgéo a qualquer outro tipo de
imunossensor fotoeletroquimico. Os dispositivos portateis aqui apresentados sdo de baixo
custo, operacdo amigavel e promissores para monitorar no local, poluentes emergentes e
biomarcadores sem atrasos associados aos laboratorios centralizados.

Palavras-chaves: sistemas miniaturizados, eletrodos impressos, poluentes emergentes,
biomarcadores, cancer, monitoramento no local
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ABSTRACT

Miniaturized systems with printed carbon electrodes (SPCEs) are promising technologies for
on-site monitoring of molecules of environmental (e.g., emerging pollutant) and clinical (e.qg.,
biomarker) interest. In this work, miniaturized electrochemical systems were developed to
detect the following molecules: sulfamethoxazole (SMX), trimethoprim (TMP), carbohydrate
antigen 15-3 (breast cancer), 25-hydroxyvitamin D3 metabolite (vitamin D), lactate and
prostate-specific antigen (prostate cancer). Optimal performance of homemade SPCEs was
obtained using an electrochemical treatment in phosphate buffer solution (PBS). For the
antibiotics SMX and TMP, a paper-based sensor with reduced graphene oxide nanoribbons
(rGN) was developed. The limits of detection (LOD) for SMX and TMP were estimated at 0.09
UM and 0.04 puM, respectively, with a linear response from 1 uM to 10 uM. The sensor was
reproducible (RSD <5%) and selective, including in tap water samples. A sandwich-type
immunosensor consisting of a layer-by-layer film of gold (Au) nanoparticles and reduced
graphene oxide (rGO) was developed to detect the breast cancer biomarker CA15-3. The
immunosensor was able to detect CA15-3 in human serum and artificial saliva samples with a
LOD of 0.08 fg mL ! within a wide linear concentration range from 0.1 fg mL X to 1 ug mL™.
The immunosensor was also selective for CA15-3, robust, and stable to permit storage at 4°C
for more than 30 days. To monitor the 25(OH)D3 metabolite in human serum and saliva, a
flexible and label-free immunosensor chip was manufactured. The device platform was made
with tree-shaped gold dendrites (AuDdrites), obtained electrochemically by selective
desorption of L-cysteine on the (111) planes of gold. The chip was able to detect the metabolite
within 15 minutes with a concentration range within the values of clinical interest and presented
a LOD of 0.03 ng mL™*. A portable photoelectrochemical system with screen-printed carbon
electrodes (SPCEs) and a 3 W light-emitting diode (LED) was also developed. The 3D-printed
device was used to detect lactate and PSA on titanium oxide (TiO2) nanoparticles modified with
[Ni(salen)] polymer film (referred to as TiO.@poly[Ni(salen)]) and TiO2 nanoparticles
sensitized with graphitic carbon nitride and aryl diazonium (referred to as Amb/Nio-
gCsN4/TiO>), respectively. The photoelectrochemical sensor for lactate exhibited excellent
stability, reproducibility, and selectivity over a linear range from 0.1 to 20 mM with a LOD of
88 UM. It was also demonstrated by in situ Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
measurements that carbon dioxide (CO>) is the main product of the photoelectrooxidation of
lactate on TiO.@poly[Ni(salen)]. In addition, the sensor for the prostate cancer biomarker PSA
was able to detect the tumor marker in human serum samples in a range from 1026 t0 108 g mL~
! with a detection limit as low as 0.06 fg mL™ . The device's robustness was confirmed with
reproducibility and stability tests. The functionalization strategy of photoactive nanomaterials
with aryl diazonium salt decreased the recombination of photogenerated charge carriers,
leading to an increase in the photocurrent, and provided carboxylic groups to anchor antibodies
through the carbodiimide reaction, which allows the extension of the platform of detection to
any other type of photoelectrochemical immunosensor. The handheld devices presented here
are low-cost, user-friendly, and promising to monitor on-site, emerging pollutants and
biomarkers without the delays associated with centralized laboratories.

Keywords: miniaturized systems, printed electrodes, emerging pollutants, biomarkers, cancer,
on-site monitoring

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Componentes de um sensor eletroquimiCo. ..........ccccveveiieiiiieseece e 24
Figura 2. Esquema geral de um biossensor eletroqUuimICO. .........ccvvevviiieiieie e 25
Figura 3.Estrutura genérica de um alcanotiol a esquerda e estrutura genérica de um sal de aril

(o[ F- P40 g1 To = o |1 (-] | - USSR 26
Figura 4. llustracdo do processo de Serigrafia. ..........ccovvvveeiieiiiie i 29
Figura 5. Materiais baseados N0 grafeno. ...........ccoviiiiiiiieici e 30

Figura 6. Foto do sistema eletroquimico a direita, enquanto a esquerda hd uma imagem
renderizada com as partes identificadas individualmente: médulo relé para controlar a
iluminacdo dos ciclos ON/OFF, 'base’, entrada de fonte de 12 V, conectores para o
potenciostato (eletrodos de trabalho, contra e de referéncia), um 'teto’ para colocar o LED,
uma 'tampa’ para evitar interferéncia de luz externa, LED, uma 'ponta’ para fixar o LED,
parafuso, entrada da fonte de 3 V para o LED, conector FPC para a entrada do sensor, um
'deslize’ para apoiar 0 sensor N0 CONECLOr FPC, SENSOK. ......coveiieieiieieeie e 42
Figura 7. (a) SPCE; (b) micrografias com aumento de 500 e (c) 3000 vezes; e (d) primeiro e
(e) ultimo quadros de uma gota de 4gua sobre o papel manteiga (os angulos de contato
também sdo fornecidos); (f) IES e (g) CVs a50 mV st em 5 mM de [Fe(CN)e] #em 0,1 M
de solucdo de KCI antes e ap6s o tratamento eletroquimico em meio acido, basico e neutro. 47
Figura 8. Padrdo de XRD da tinta condutora de carbono ap6s 0 processo de cura. ................. 48
Figura 9. Micrografias em 500 (superior) e 3000 (inferior) vezes de ampliacédo do papel
manteiga apds imersdo em (a-b) 0,5 M de H2SOa4, (c-d) 0,5 M de NaOH e (e-f) PBS (pH 7,0).

Figura 10. Espectros de FTIR do papel manteiga (a) antes e depois do tratamento nas solu¢fes
de (b) 0,5 M de H2SO4, (c) 0,5 M de NaOH, e (d) PBS (pH 7,0). Todos os espectros foram
registrados entre 4000 e 640 cm™* com resolugdo de 4 cm™ (512 interferogramas cada

L] 11011 £ ) SRS 50
Figura 11. Imagens de TEM de (a) MWCNT e (b) rGNR; (c) espectros Raman de MWCNT e
rGNR; espectros Raman desconvoluidos de (d) MWCNT, (e) GNR e (f) rGNR; espectros de

C 1s desconvoluidos de (g) MWCNT, (h) GNRs € (i) IGNR. .......ccccotriiiriiiieieee e 51
Figura 12. Espectros de XPS de varredura ampla (survey) dos (a) MWCNTSs, (b) GNRs, (c)
rGNRs. As composicdes atbmicas também S0 MOStradas. ..........ccceevrveeeiieiere e 52

Figura 13. (a) Medidas de DPV realizadas em PBS (pH 7,0) em um intervalo de potencial de
0,4 a1,1V para o SPCE ndo modificado e para SPCE modificado com rGNR. (b) DPVs em
diferentes pHs para SPCE revestido com rGNR. Ambos os experimentos foram realizados
COM 10,0 UM de SIMX € TIMIP.. ..ottt ettt nne e enee e 53
Figura 14. Medida de DPV em PBS (pH 7,0) realizada em um intervalo de potencial de 0,4 a
1,1 V para um SPCE modificado com 6,0 pL de uma disperséo 1,0 mg mL* de rGNR. O

experimento foi realizado na presenca de 10,0 M de SMX e TMP. .....cccoiiiiiiininiienennn 54
Figura 15. (a) Perfis de DPV e (b, c) curvas analiticas do sensor para quantificagdo simultanea
de SMX € TMP €M PH 6,0, ...eiiiiiiiie et e e ra e ne e 55
Figura 16. Perfis de DPV obtidos de 0,4 a 1,1 V e curvas analiticas do sensor para

quantificacdo individual de (a, ¢) SMX e (0, d) TMP. ...coooiiii e 56

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




viii

Figura 17. Estudo de (a) repetibilidade e (b) reprodutibilidade na presenca de 10,0 uM SMX e
TMP. Os experimentos foram realizados por DPV em 0,1 M de PBS (pH 6) em um intervalo
de potencial d8 0,4 @ 1,1 V. oottt ettt 58
Figura 18. Seletividade do sensor na presenca de 10,0 uM dos antibioticos e 30,0 UM dos
interferentes (amoxicilina, carbonato, colecalciferol, B-estradiol, hidroguinona e sulfato). Os
experimentos foram realizados por DPV em 0,1 M de PBS (pH 6,0) em um intervalo de
POLENCIAI B 0,4 8 1,1 V. oottt sttt sttt sbeeteaneesreente s 60
Figura 19. (a) Espectros de EIS e (b) valores médios de impedancia para os SPCEs antes e
depois da limpeza eletroguimica com n ciclos (n = 1, 2 ou 5) registrados em solugcdo PBS

(pH 7,4) contendo 5,0 MM de [FE(CN)6IE 7 . ..o 62
Figura 20. (a) Espectro de FTIR preparado com pastilha de KBr, (b) padrdo de XRD e (c-d)
imagem de AFM do 0Xid0 de grafeno..........ccccceiieiiie i 64

Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos durante a eletrodeposicao para eletrodos com (a,
d) AuNPs, (b, e) rGO e (c, f) Au-rGO em solucéo de PBS (pH 7,4) a 100 mV s%. A direita e &
esquerda sao mostrados o primeiro e 0 vigésimo ciclo, respectivamente. ..............ccccevevveennenn. 65
Figura 22. Resposta de SWV da plataforma Au-rGO preparada com 5, 20 e 30 ciclos. As
curvas foram registradas em solucéo de PBS contendo 2,5 mM de HQ e 2,5 mM de H20.. ..66
Figura 23. (a) Voltamogramas ciclico do rGO e Au-rGO em 0,5 M de H2S04a 20 mV s 2. (b)
Curvas de impedancia (graficos de Bode) para os eletrodos AuNPs e Au-rGO (a inser¢édo
mostra os valores médios). (c) e (d) Imagens de SEM em secdo transversal para a plataforma
Au-rGO. (e) Gréaficos de Bode para os diferentes estagios de fabricagdo do imunossensor. (f)
Imagem de SEM do imunossensor deSenVoIVIdO. ..........ccocveeeriiiiiiiicseceee e 67
Figura 24. (a) e (c) imagem de SEM em secéo transversal de Au-rGO; (b) analise EDS; (d)
MAPEAMENTO EDS. ... .o 68
Figura 25. 12 varredura para potenciais mais positivos da plataforma Au-rGO, antes e ap6s
incubagdo com MPA. Medidas realizadas em solugdo de PBS (pH 7,4)a20 mV s L............. 69
Figura 26. Imagens de SEM com ampliagéo de 5 k (esquerda) e 25 k vezes (direita) de
Ab1/Au-rGO (imagens a e e), BSA/Abi/Au-rGO (imagens b e f), CA15-3/BSA/Ab1/Au-rGO
(imagens c e g) e Aba/CA15-3/Abi/Au-rGO (imagens d e h). ... 71
Figura 27. Imagens de SEM de (a) SPCE e (b) AU-TGO/SPCE. .........c.ccooviiiiiiiieieneneseias 72
Figura 28. Otimizacdo da preparacdo do imunossensor: mudanca na impedancia (0,1 Hz)
conforme a concentracéo de Ab: (a) e o tempo de incubag&o (b) foram variados. Todas as
analises de EIS foram registradas em solucdo de PBS (pH 7,4) com 5,0 mM de [Fe(CN)e]* "+
L LT T TP PP PP OUPTPPPPRTPP 73
Figura 29. Deteccdo eletroquimica do CA15-3 realizada no intervalo de potencial de 0,3
a—0,25V (vs. Ag/AgCl) em solucdo de PBS (pH 7.4) na presenca de 2,5 mM de HQ e

2,5 mM de H;0:. (a) Curva analitica e (b) resposta de SWV do imunossensor a concentragdes
crescentes de CA15-3 de 0,1 fg mLta 1,0 ug mL™*. O branco é o sinal de
BSA/ADIMPATAU-TGO. ..ottt sttt et ste s benteeneene e 74
Figura 30. (a) Estabilidade, reprodutibilidade e armazenamento do imunossensor em

1,0 pg mLt de CA15-3 (n=5). (b) Seletividade do imunossensor com 1,0 pg mL™* de CA15-
3 e substéncias interferentes: BSA, PSA, p53, vitamina D3 e vitamina C a 1,0 ug mL 2.
Resultados da resposta SWV do imunossensor conduzido em solugéo de PBS (pH 7,4) de 0,3
270,25 V (V. AZ/AZC ). oo 76
Figura 31. Imagens de SEM-FEG de AuDdrites preparados em 0,5 M de H.SO4 com razéo
molar de 1:20 de HAuCI4 para L-cis em (a) — 0,4 V, (b) —0,6 V, (¢) 0,8 V, (d) —1,0 V.

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Imagens SEM-FEG de AuDdrites a —0,8 V com diferentes raz0es molares de HAuClI4 para L-
cis: (e) 1:5, (f) 1:20, (g-h) 1:40. (i) Padrao de XRD dos AuDdrites preparados a —0,8 V com
razdo molar de 1:40 de HAuCI4 para L-cis. (j) Voltamogramas ciclicos e (k) ECSA de

eletrodos AuDdrites/SPCE em 0,5 M de H2S04a20 MV S ™2, ..o 80
Figura 32. Imagem de SEM-FEG do eletrodo AuDdrites/SPCE preparado em 0,5 M de H2SO4
com razdo molar de 1:20 de HAUCI4 para L-cis a —0,2 V durante 900 S. ........ccecvrieiveriennnnne 81

Figura 33. (a) Resposta de voltametria ciclica realizada em PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo

5,0 mM de [Fe(CN)s]* " sobre AuDdrites/SPCE. (b) Grafico de corrente de pico anddica e
catddica versus raiz quadrada da taxa de Varredura. ..........ccccceevverueiieeseese s 82
Figura 34. (a) Imagem do chip imunossensor impresso em tela. (b) Grafico de Bode dos (i)
AuDdrites, (ii) L-cis/AuDdrites, (iii) Ab/L-cis/AuDdrites, (iv) BSA/Ab/L-cis/AuDdrites, e (V)
eletrodos 25(OH)D3/BSA/Ab/L-cis/AuDdrites. (c) espectros PM-IRRAS de Aus, L-cis/Aus,
Ab/L-cis/Aus e 25(0OH)D3/Ab/L-cis/Aus. (d) Otimizacdo do tempo de incubacéo de
25(0OH)D3 a 10 ng mL* obtido por voltametria de onda quadrada. Os experimentos foram
realizados em solucdo de PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo 5 mM de [Fe(CN)s]* ™. ............... 84
Figura 35. Curvas de SWV para AuDdrites/SPCE otimizados em solu¢édo de PBS (pH 7,4)
contendo 5,0 mM de [Fe(CN)] */* (passo de potencial = 5 mV): (a) Efeito da amplitude a 2
Hz e (b) da frequéncia com amplitude fixada em 75 MV........c.cccceiiiiiiiiii i 85
Figura 36. (a) Respostas de voltametria de onda quadrada do imunossensor a um aumento nas
concentragdes de 25(0OH)D3 de 0 a 900,0 ng mL 2. (b) Curva analitica de 0,1 a

900,0 ng mL?; (n = 5). Os experimentos foram realizados em solucdo de PBS 0,01 M (pH
7,4) contendo 5,0 MM de [FE(CN)6]’ 4 . o.cvvieieeiceeeeeeeee e 86
Figura 37. Reprodutibilidade e estabilidade do imunossensor na presenca de 10 ng mL de
25(0OH)D3. As medidas foram realizadas por voltametria de onda quadrada em solugéo de
0,01 M de PBS (pH 7,4) contendo 5 mM de [FE(CN)6] 7 ....ovrvcereeeieeeeeeeeeeee e, 88
Figura 38. (a) Seletividade do imunossensor na presenca de 10,0 ng mL™! de 25(OH)D3 e
10,0 ng mL* dos interferentes (BSA, acido Urico, glicose, vitamina B2, vitamina B1,
vitamina C e vitamina D2). A mistura contém todas as substancias mencionadas. Valores de
recuperacédo de 25(OH)D3 para imunossensores incubados com 10,0, 300,0 e 700,0 ng mL™*
de 25(OH)D3 em (b) saliva artificial diluida e (c) amostras de soro humano. (n = 5). Os
experimentos foram realizados por voltametria de onda quadrada em 0,01 M de PBS (pH 7,4)

contendo 5,0 MM de [FE(CN)GI3 7 . ..uvreceeeeeeee et ee st 89
Figura 39. (a) Difratograma de XRD e ficha do padrdo PDF# 5-1537 de TiO; e (b)
difratograma de XRD e espectro de UV-vis do monémero [Ni(salen)].......c.ccceeveveiveinennnnn. 92
Figura 40. Imagem de SEM (esquerda) e mapeamento EDS (direita) do eletrodo
TIO2@POIIINI(SAIEN) ] 1.ttt sttt re e 92

Figura 41. Respostas de fotocorrente em solucéo de 0,1 M de PBS (pH 7) sob iluminacéo de
ciclos ON/OFF para: (a) poli[Ni(salen)], (b) TiO2, (c) TiO.@poli[Ni(salen)] e (d)
TiO2@poli[Ni(salen)] com 10,0 mM de lactato adicionado ao PBS. O potencial de
POIarizacao fOi de 0 V (VS. OCP). .o ittt 94
Figura 42. Espectros ATR-FTIR de agua (H20) e agua deuterada (D20). ........cccceovrervenrnennee 95
Figura 43. Espectros de FTIR in situ no escuro (OFF) e sob iluminacdo (ON) durante a
fotoeletrooxidacao de 0,1 M de lactato sobre TiO.@poli[Ni(salen)] em solucdo de PBS
preparada com (a) H20 e (b) D2O. Espectro ATR-FTIR do &cido lactico em solucdes de (¢)
0,1 M de H2SOy4, (d) 0,1 M de NaOH, € €) PBS........oce e 96

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Figura 44. (a) Respostas PEC do TiO>@poli[Ni(salen)] sob iluminacéo a diferentes pH

(0 V vs. OCP). (b) Correntes no escuro (OFF) e sob iluminacdo (ON) em diferentes potenciais
de polarizacgdo (0 a 0,5 V vs. OCP). Todas as medidas foram realizadas em solugdes de PBS
contendo 10,0 MM de TACTALO. .......eviiiiiiiiiie e s e e earees 97
Figura 45. (a) Resposta PEC para TiO.@poli[Ni(salen)] em 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 8,0,
10,0, 15,0, 20,0, 25,0 e 30,0 mM de lactato (a-1); b) curva analitica para TiO.@poli[Ni(salen)]
em solucéo de PBS a pH 7,0 sob iluminag&o de ciclos ON/OFF; (c) estudo de repetibilidade e
reprodutibilidade em 10,0 mM de lactato; (d) testes de interferentes: NaCl (1), KCI (2), acido
ascorbico (3), acido urico (4), glicose (5), vitamina D3 (6) vitamina B1 (7), vitamina B2 (8)
em 10 mM de lactato. Todos os experimentos foram realizados em um potencial de
polarizacdo de 0 V (vs. OCP) sob 3 W de excitacdo de luz LED. .........cccccceeveieiveviiieciene 98
Figura 46. (a) llustracdo esquematica da preparacdo do Ni-gCszN4 e as principais unidades e
grupos funcionais que formam nitretos de carbono poliméricos a base de heptazina. (b)
Padrdes de XRD do TiO2, gC3sN4 e Ni-gCzNa. (c) espectros de FTIR de (i) TiOz, (ii) gCsNa,

(ii1) Ni-gC3Na € (iv) Nito-GC3NA/TIO2. ...cuiiviieiieieiee et 102
Figura 47. Espectro de FTIR do gCaN4 € Ni-gCaN4......ccovvriiiieriiniiiiiiieieeeee e 103
Figura 48. Espectros de XPS de varredura ampla do (a) gCsNa, (b) Ni-gCsNa, (c) TiO2 e (d)

NI10-GCENA THO2. 1viieiieit ittt ettt b ettt e b e seebe e e e e re et st ereereseens 104

Figura 49. Espectros de XPS de alta resolucdo desconvoluidos do (a-b) C 1s para (a) gCsNa4 e
(b) Ni-gCaNa, (c-d) N 1s para (c) gCsN4 e (d) Ni-gCzNa, Ti 2p para (e) TiO2 e (f) Nizo-

(0[O N Y 1T TS URTOTPSN 105
Figura 50. Imagens de TEM do (a-c) Ni-gC3N4 e (d-f) Ni1o-gC3N4/TiO2. Imagens de
mapeamento do Ni-gCaN4 para (b) Ni ou (c) N e Ni-gC3N4/TiO2 para (e) Ti (d) ou Ni (f)

taMBDEM SAO0 MOSLIAUAS. ......evveveie ettt e e e e e sresneereeneenes 106
Figura 51. (a) Grafico de Kubelka-Munk (F(r)). (b) Grafico de Tauc do (F(r)hv)*? versus
energia do foton para diferentes amostras como indicado na figura. ..........ccccceveveieivinenne 107

Figura 52. (a) Curvas transientes de fotocorrente para (i) TiOz, (ii) gCaN4/TiOo, (iii) Nizo-
gCsN4/TiO2 e (iv) Amb/Ni1-gCsN4/TiO2 recordadas em solugéo de PBS (pH 7,4) com

0,1 M de AA a0V (vs. OCP). (b) Espectros de EIS (linhas continuas correspondem ao fit
usando o circuito de Randles). (c) voltamogramas ciclicos a 50 mV s* para os eletrodos de
TiO2, gC3N4/TiO2, Ni1o-gC3N4/TiO, obtidos em 0,1 M de KCI com 5,0 mM de [Fe(CN)s]* />~
(d) Grafico de MOtt-SChOEKY. .......ccoviiiiiice e e 108
Figura 53. (a) Espectros de EIS e (b) voltamogramas ciclicos a 50 mV s do gCsN4 e Ni-
gCsNa. Ambas as medidas foram registradas em 0,1 M de KCI contendo 5,0 mM de
LREETCO ) T & OO 109
Figura 54. Resposta PEC na presenca de 0,1 M de AA para (a) TiO2 (a diferentes
concentragoes) e (b) eletrodos com Nix-gCsN4/TiO2. Resposta PEC do (¢) Ni1o-gC3N4/TiO,
(1) sem ou (2) com 0,1 M de AA, e Amb/Niz0-gC3sN4/TiO2 com (3) 0,05, (4) 0,1 ou (5) 0,2 M
de AA. (d) Fotocorrente de Amb/Ni1o-gCsN4/TiO2 para 1200 s com 0,1 M de AA. Todos 0s
experimentos foram registrados em solucdo de PBS (pH 7,4) a0 V (vS. OCP). ...c.ccovvvvennne 112
Figura 55. (a) Espectros de EIS registrados em solucdo de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de
[Fe(CN)s]* ™~ (as linhas continuas correspondem ao ajuste usando o circuito de Randles). (b)
Resposta PEC do imunossensor obtido em solucéo de PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de AA a
0V (vs. OCP) sob irradiacéo de luz LED visivel (410 nm). (c) Curva analitica para
concentragdes crescentes de 1018 a 108 g mL™%; (n = 5). (d) Estabilidade e reprodutibilidade
do imunossensor PEC em 1072 g ML A8 PSA. ...t 114

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Figura 56. (a) Seletividade do imunossensor PEC: 10,0 ng mL ! PSA, 1,0 ng mL* proteinas
(CA15-3, p54, BSA) e 100,0 ng mL* para os outros interferentes (KCI, NaCl, vitamina D3,
acido drico). A mistura contém todos os elementos mencionados. (b) Valores de recuperagédo
de PSA para os imunossensores PEC incubados com 10,0, 1,0 e 0,1 ng mL ! de PSA em
amostras de soro humano diluidas. (n = 4). Todos os experimentos foram registrados em
solug¢@o de PBS contendo 0,1 M de AA a 0 V (vs. OCP) sob irradiagdo de luz LED visivel 117

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Xii

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. (@) Mecanismo de eletrossintese de nanoestruturas de dendritos de ouro em forma
de arvore por meio da dessorcdo seletiva da L-cis sobre os planos (111) do Au e (b)
procedimentos de preparacdo dos imunossensores: (i) L-cis por 24 h; (ii) incubacdo do
anticorpo por 16 h; (iii) BSA por 4 h; (iv) metabolito 25(OH)D3 por 15 mMin..........cccccevevene. 40
Esquema 2. (a) Procedimento de preparagdo dos imunossensores PEC. (b) O sistema portétil
usado em experimentos de PEC. ..o 45
Esquema 3. (a) llustracdo da preparacdo das plataformas Au-rGO por co-eletrorreducdo in situ
de GO e Au. (b) Diagrama esquematico do imunossensor eletroquimico sanduiche usando uma
enzima HRP para detecgdo de CA15-3. As reacdes nos (bl) sitios ativos da enzima e (b2) na
superficie do eletrodo também SA0 MOSLrAUAS. ..........ccveivrerieiieie e 70
Esquema 4. (a) llustracdo esquematica da fabricacdo de um sensor PEC: (aj) SPCE, (ai)
superficie do SPCE com nanoparticulas de TiO2, (aii) superficie do SPCE com TiO2 e
POIIINT(SAIEN)T. ettt sb bbbt 91
Esquema 5. Polimerizacdo eletroquimica do [Ni(salen)]: (a) polimerizacdo via empilhamento e
(b) POlIMErIZAGAO €M CAUBIA. ... .eveevieieecie ettt ettt sreere e e sreenee s 93
Esquema 6. Mecanismo de fotodetecgdo de PSA sobre o fotocatalisador Amb/Ni1o-gCaN4/TiO>
sob irradiaG8o de [UZ LED VISIVEL.......ccccoiiiiiiieeee e 110

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




Xiii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Comparacdo dos resultados obtidos da literatura de sensores eletroquimicos para
deteccdo simultanea dos antibidticos SMX € TMP. ......cccciiiiiiiiie e 57
Tabela 2. Recuperacdo de SMX e TMP em PBS (pH 6,0) feito com &gua da torneira, n = 3. 59
Tabela 3. Uma visédo geral dos métodos para determinar biomarcadores de cancer de mama.75
Tabela 4. Valores de recuperagiio para os imunossensores incubados com 1 x 10726, 1 x 10712 ¢

1x107® g mL™? CA15-3 em soro humano e amostras de saliva artificial diluidos (P =0,05;

TR TSP 77
Tabela 5. Camadas de deteccdo na literatura para deteccdo de 25-hidroxivitamina D3. ......... 87
Tabela 6. Uma visdo geral dos métodos para determinar 0 PSA. .......ccccocveveiievveve i 115

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Xiv

LISTA DE EQUACOES

HRP(Felll) + H202 —» HRP(FelV) + H20 EQUACBO 1 ... 70
HRP(FelV) + HQ — HRP(Felll) + BQ  EQUACAD 2 .....ovoevereeeerrreeeeeeeseeeseereeseeeien e 70
BQ + 2H + +2e—— HQ EQUAGED 3 ... oo 70
lactato —» CO2 + 11H + +12e — EQUAGE0D 4 ... 95

ECB(NHE,pH 7) = EFBAg/AgCl,pH 6,9 + EOAg/AgCl sat.KCL — 0,059(7 — 6,9) —
0,2

Equacéo 5 109

EVB = EBC + Eg EQUAGED 6 ... 109
Amb/Ni-gC3N4/TiO2 + hv — e + h* EQUACAD 7 ...t 110
O2+e — O EQUAGED 8. 110
H.O + h* — -OH EQUACAD 9 ... 110
-027/-OH/h* + AA — AAY EQUAGED 10.....iiiiiiieieeiee e 110

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




LISTA DE ABREVIAQC)ES

AE . e separacao entre os picos anodico e catodico
Al oo diferenca entre as correntes anddica e catodica
25(OH)D3.... s metabdlito 25-hidroxivitamina D3
ALttt re e anticorpo primario
A2 anticorpo secundarios
AFM ..o microscopia de forca atdbmica
N 11 ¢TSRS aril diazénio
AMDB/Ni10-gCaN4/TIO2......cciiiiiiiiiecicseis nanoparticulas de oOxido de titdnio (TiO.)
sensibilizado com nitreto de carbono grafitico e aril diazénio

AT R bbb refletdncia total atenuada
AU s nanoparticulas de ouro
AUDAIEES. ..ot dendritos de ouro em forma de arvore
AU-TGO....coiccee e nanoparticulas de ouro e 6xido de grafeno reduzido
B S A bbb albumina do soro bovino
CALS-3 s antigeno de carboidrato 15-3
C B banda de conducéo
O o O N ST STOP PP acetonitrila
(O @ PRSP R PP dioxido de carbono
OSSR T SRR voltametria ciclica
DPV s voltametria de pulso diferencial
Lo T TP TP PP PPPUPOPPPRRPRPPPOS por exemplo
BB vttt potencial da banda de conducéo
EDC...o e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
EDS. .o espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia
BB ettt ettt ettt r e re e aeereeneenes potencial da banda plana
B S —————————— espectroscopia de impedancia
B B ettt potencial da banda de valéncia
FEG . oo feixe eletrénico por emisséo de campo
FTIR o espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
O CaN At nitretos de carbono grafitico
BN R Sttt et e e e e ree s nanofitas de grafeno

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




XVi

HoO 2. ettt nrenrenre s peroxido de hidrogénio
[ 1 VTSRS acido sulfarico
HAUC . oo b acido tetraclorodurico
HCL bbbt acido cloridrico
H O s hidroguinona
HRP e peroxidase de rabano
K 2S 2008, ettt perssulfato de potassio
] =T (1)) 1 OSSR hexacianoferrato de potassio (I11)
Ka[FE(CN)6].3H20.....c.oiieiiei e, hexacianoferrato (I1) de potassio tri-hidratado
KH2PO 4. fosfato de potassio monobaésico
KIMNO 41t permanganato de potassio
KINO 3. bbbttt et nitrato de potassio
LD bbb nne e diodo emissor de luz
LLOD et limite de deteccdo
MIP . e polimeros molecularmente impressos
IMIPA et acido 3-mercaptopropidnico
MWECNTS. ..ot nanotubos de carbono de paredes maltiplas
NAZHPO A ...t be s fosfato de sddio dibasico
N L SRS cloreto de sodio
NAOH. ...ttt sttt e hidroxido de sodio
NHE. ...t eletrodo normal de hidrogénio
N TSP SSPSRSR N-hidroxisuccinimida
TSP SO TP T TPV PRUPRPP niquel
@ ] O SO SRSP P potencial de circuito aberto
1O SRR PP PRSP pentoxido de fésforo
P B S e tampé&o fosfato salino
PEC e detecgéo fotoeletroquimica
PM-IRRAS . et et e et e et re e espectroscopia
no infravermelho de reflex&o e absor¢édo com modulagéo da polarizagéo

PO ponto de atendimento
P S A e antigeno prostatico especifico
RCL. e resisténcia a transferéncia de carga
L] PSPPSR OPRPR nanofitas de grafeno reduzidas

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




Xvii

(1 ST PRPRI oOxido de grafeno reduzido
RSD . desvio padréo relativo
SAMS. .. monocamadas auto-montadas
SEM oo s microscopia eletrénica de varredura
001V, TSPV OURRUROPT sulfametoxazol
SPCES. ..t eletrodos de carbono impressos
P E e eletrodos impressos com tela
SWWV e voltametria de onda quadrada
TBAP. . perclorato de tetrabutilamonio
TEM. i microscopia eletronica de transmisséo
LI TR USRI oOxido de titanio
IO Y@ L] 11 A T2 LI=T ) ) OSSPSR

................... nanoparticulas de 6xido de titdnio modificadas com filme polimérico de [Ni(salen)]
TIVIP s trimetroprima
UV oV0S ettt bbbttt bbbt nens ultravioleta-visivel
AV TSSO PRPRPRRPPI banda de valéncia
KPS espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X
KR ..t difracdo de raios-X

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



XViii

SUMARIO

AGRADECIMMENTOS ... 1\
RESUMO ...ttt b e e b e et e b et e ne e e e ne e nne e %
A B S T R A T ettt e e et e e aaaeanreeanes vi
LISTA DE FIGURAS........ooiirivvinsssissesssssssesss s ssssss s s vii
LISTADE ESQUEMAS ... oot xii
LISTADE TABELAS ... ot Xiii
LISTADE EQUAGOES ...t Xiv
LISTA DE ABREVIAQ@ES ................................................................................................. XV
SUMARIO ...ttt xviii
ASPECTOS GERAIS......cvvooeeevviessessisees s sssssssssssssessssssssse s sssss s 22
LINTRODUGAOQ ...ttt se s 23
1.1 Sensores e biossensores eletrOqUIMICOS. ........oiveirireieerere s 23
1.2 Sensores e biossensores fotoeletroqUIMICOS. ........ccvveeireneineee s 27
1.3 EIETrO00S IMPIESSOS ....vevieiieiiesieieete stttk ettt sttt ettt bbb sneeneas 28
1.4 Materiais a base de grafeno ..........ccccoveiiiii i 29

2 OBUIETIVO ..ottt ettt et e n e 31
SMETODOLOGIA. . ettt e bt sae e b sbn e ne e 32
3.1 REAQGENTES € SOIUGDES ....c.eeeiiiiiiieiie ettt bbbttt 32
3.2 INSTFUMEBNTAGEAD .....eveieeeieee sttt bbbttt b et be e 33
3.2.1 URravioleta-VISIVEL ........ccciiiiieiseeeees et 33
3.2.2 EXperimentos eletroqUIMICOS .......c.coiiiiiiiieicie s 33
3.2.3 ANQUIOS 08 CONTALO ...t 33
3.2.4 DIfraGa0 A& FAI0S-X .....eiuiiieeiieieie ittt bbb 33
3.2.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier...................... 33
3.2.6 ESPECtrosCopia RaAMAN. ........ccoiiiiiiiie ittt 34
3.2.7 Microscopia de fOrga atdmiCa .........ccovverieieiiieie e 34

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



XiX

3.2.8 Microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de raios-X por dispersao

em energia e microscopia eletronica de varredura com feixe eletrénico por emissao

(o [T o= T 0 1] o o TSP 34
3.2.9 Microscopia eletronica de TranSmMIiSSA0 .........c.civereerieieereeiesee e esie e e see e 34
3.2.10 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X ........cccccevevviveerveriesnnenns 35
3.2.11 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier in situ ........ 35
3.2.12 Espectroscopia de absor¢ao atdmiCa .........c.ccvevveieerieieeieeie s 35
3.2.13 Espectroscopia de refletancia difusa no ultravioleta-visivel ...............c............ 35

3.2.14 Espectroscopia no infravermelho de reflex@o e absorgdo com modulagdo da

[S10] Fo L g 4 Lot Lo T TR P RSSO PP PP 35
3.3 MaNUFatUra A0S SPCES ........cciiiiieieieie e 36
3.4 Tratamento eletroquimico A0S SPCES.........ccoviiiiiiiiieee e 36
3.5 Preparacao da plataforma de deteccdo rGN e medidas eletroquimicas.................. 36
3.6 Preparacao da plataforma de detecCao AU-TGO ........cccovvieivciisieceese e 37
3.7 Preparacao do imunossensor para CALS-3.......cccceoieiieie i 38
3.8 Deteccdo eletroquimica do CALS-3 .......coi oo 38

3.9 Preparacdo da plataforma de deteccdo AuDdrites e do imunossensor para vitamina

D OSSR 39
3.10 Deteccéo eletroquimica da vitamina D ...........ccocooiiiiieieiiie e 40
3.11 Projeto do sistema fotoeletroquimico e principais caracteristicas............c..cccceue..e. 41

3.12 Preparacdo da plataforma de deteccdo TiO2@poli[Ni(salen)] e medidas

(1L (0o [0 N0 YT T USRS 42
3.13 Preparacao da plataforma de detecgo Ni-gCaNa/TiO2......coovevviieieeiiiiniienee 43
3.14 Preparacao do imunossSensor Para PSA .. ... e 44
3.15 Deteccao eletroquimiCa de PSA ... 45
4 RESULTADOS E DISCUSSAO —PARTE | ..ooviiiieieiieeseeeee e, 46
4.1 CaracterizaG@o d0 SPCE ... 47
4.2 CaracterizaGao das FGINS ........ccciiiiieiee e 50

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



4.3 Comportamento eletroquimiCo d0 SENSOK.........c.ccveierierererese e 52
4.4 Curvas analiticas, repetibilidade e estudo de reprodutibilidade..............c.ccccceeee. 54

4.5 Detecgdo simultanea de SMX e TMP em amostras reais e estudo de interferéncia58

4.6 CONCIUSDES PANCIAIS......euveeiiiitiiiieieeieet ettt ettt bbbt nn bbb 60
5 RESULTADOS E DISCUSSAQO — PARTE ....ooveiiieiieeeeeeesee e, 61
5.1 Otimizacéo do tratamento eletroqUIMICO ........ccccvveiieiieie e 62
5.2 Caracterizagdo da plataforma de detecc@o AU-rGO ........ccccccveieieeieece e 63
5.3 Determinacéo do potencial de oxidacéo do &cido 3-mercaptopropibnico............... 68
5.4 Comportamento eletroquimico e caracterizacdo do imunoSSeNSor ............c.cceevene. 69
5.5 Otimizacéo da preparacao do IMUNOSSENSON .........c.ccveiieerieiieieeireseeseesteseesreeseeeseens 72
5.6 Desempenho analitico do imunossensor para detecgdo de CAL15-3.......cccoeveveeeneen. 73

5.7 Avaliacdo da estabilidade, reprodutibilidade, seletividade e armazenamento do

IIMIUNIOSSENSON ...ttt sttt bbb bbb btk bbbt e st et e b e b e b et e bt eneeneas 75
5.8 Desempenho analitico em amostras de soro humano e saliva artificial.................... 76
5.9 CONCIUSBES PAFCIAIS......ccvveiiiiiitieite ettt te e sre e be e teeneesaeeenas 77
6 RESULTADOS E DISCUSSAQO — PARTE HI ..o eeeves s, 78
6.1 PrinCipio 08 ETECCAD ......eeve ettt ettt et re e te e saaeenas 79
6.2 Caracterizacao e optimizacdo da plataforma de deteccdo eletroquimica................ 79
6.3 Caracterizacdo e optimizacdo do chip IMUNOSSENSON ..........ccceevveieeieerieieeie e 82
6.4 Desempenho analitico do chip imunossensor flexivel e descartavel......................... 84
6.5 Reprodutibilidade e estabilidade..............c.cooiiiiiii 87

6.6 Estudo de especificidade e monitoramento de 25(OH)D3 em amostras de saliva

artificial @ SOr0 NUMEANO0 ..ot 88
6.7 CONCIUSDES PAFCIAIS....c.veeiviieiieciie ettt ettt e e et eenreesree s 89
7 RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE IV ...oovoiieeteeeeeeesee e, 90
7.1 Caracterizagdo do SENSON PEC ..o 91
A o I 1 o T ] (PRSPPSO 94
7.3 Efeito do pH e potencial @pliCad0..........cccoiiiiiiiiiiiieie s 96

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




XXi

7.4 DeteCGa0 PEC de laCtat0.........ccviieieieieeie s 97
7.5 CONCIUSOES PAFCIAIS .......eeviieiiietieiiee ettt bbbttt e bbb 98
8 RESULTADOS E DISCUSSAQO — PARTE V ...oooviieeeieseesee s, 100
8.1 EStrutura € MOFfOlOQIA ........coviiiecieee ettt 101
8.2 Propriedades fotoeletroqUIMICAS........c.civeiiiieiieie et 106
8.3 POSSIVEl MECANISIMO ...ttt 109
8.4 Otimizacdo da plataforma de deteCCaO0.........cvvverieiie i 111
8.5 Analise do imunossensor PEC Para PSA........ccoooi i 113
8.6 Reprodutibilidade e estabilidade............ccocviieiieii i 115
8.7 Analise de amostra real e estudo de especificidade ...........c.ccoevveviiicin i, 116
8.8 CONCIUSOES PAFCIAIS ........eviiiiiieiieiieie ittt sb e nneeneas 117
9 CONCLUSOES GERAIS ...ttt 118
RETEIENCIAS ...ttt bbbttt ettt bbbt 120

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



ASPECTOS GERAIS

Sensores eletroquimicos permitem uma analise rapida e apresentam portabilidade
adequada para emprego em campo e dentro do paradigma de ponto de atendimento (POC, point-
of-care). Eles podem ser feitos, por exemplo, com eletrodos de carbono impressos com tela
(SPCEs, screen printed carbon electrodes), que s&o manufaturados com tintas condutoras de
carbono aplicadas sobre um substrato (e.g. papel ou plastico) por meio de um processo de
serigrafia. Nos ultimos anos, a detec¢éo eletroquimica com SPCE foi aprimorada (AMBAYE et
al., 2021; GARCIA-MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021), mas algumas
limitagdes permanecem, principalmente aquelas relacionadas ao sinal de fundo inerente aos
métodos eletroquimicos e aos solventes e aditivos organicos presentes nas tintas condutoras
(GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2018). Essas limitacdes podem ser superadas combinando, por
exemplo, as seguintes estratégias: (i) protocolos de tratamento dos eletrodos; (ii) busca por
plataformas eletroquimicas otimizadas; (iii) uso de métodos para amplificacdo do sinal
eletroquimico; (iv) outras formas de deteccdo analitica, como a deteccdo fotoeletroguimica.
Dentro deste contexto, materiais a base de grafeno, nanoestruturas de ouro (Au), 6xido de
titanio (TiO), materiais poliméricos e nitreto de carbono grafitico (gCsN4) tém sido explorados
em (bio)sensores (foto)eletroquimicos para deteccdo de moléculas de interesse ambiental e
clinico (FANG et al., 2021; RASHID et al., 2021; SIEW et al., 2021; ZHAO et al., 2021c). Os
antibidticos sulfametoxazol (SMX) e trimetroprima (TMP) sdo usados para tratar infeccbes
bacterianas, fangicas e pneumonia pneumocystis (MINATO et al., 2018; MORRIS et al., 2004;
SMILACK, 1999). Ha evidéncias de que cerca de 85% e 30% do contetdo original do TMP e
SMX, respectivamente, sdo eliminados inalterados na urina (KREMERS; DUVIVIER,;
HEUSGHEM, 1974; SIBER et al., 1982), sendo entdo encontrados em aguas residuais urbanas.
Por outro lado, moléculas como antigeno de carboidrato 15-3 (CA15-3, carbohydrate antigen
15-3), metabdlito 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3), lactato e antigeno prostatico especifico
(PSA, prostatic-specific antigen) sdo indicadoras de processos biologicos (HASAN et al., 2021).
Podem, portanto, ser usadas para diagnosticar doencas e monitorar o estado clinico dos
pacientes.

Neste projeto de pesquisa, sensores eletroquimicos foram desenvolvidos em SPCEs
serigrafados sobre papel manteiga e polietileno tereftalato (PET) para detectar os poluentes
emergentes SMX e TMP e os biomarcadores CA15-3 (cancer de mama), 25(OH)D3

(vitaminada D), lactato e PSA (cancer de prostata) em matrizes de agua de torneira ou em soro
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humano e saliva. Para a detecgdo simultdnea dos antibidticos SMX e TMP, um sensor
eletroquimico serigrafado em papel manteiga modificado via drop-casting de nanofitas de
oxido de grafeno reduzidas (rGN) foi desenvolvido. O imunossensor para CA15-3 foi
manufaturado via a eletrossintese, por voltametria ciclica (CV, cyclic voltammetry), de
nanoparticulas de ouro e Oxido de grafeno reduzido (Au-rGO). Um método de
eletrocristalizagdo por cronoamperometria (CA) foi utilizado para gerar dendritos de ouro em
forma de arvore (AuDdrites) sobre o SPCE aplicado no monitoramento do metabdlito 25-
hidroxivitamina D3. O sensor para lactato foi desenvolvido com SPCE modificado com
nanoparticulas de TiOz via drop-casting seguido da eletropolimerizacdo por CV do filme
polimérico de [Ni(salen)]. Em adicdo, o sensor para PSA foi manufaturado via o drop-casting
de nanoparticulas de TiO2 e gCsN4 seguido da eletrodeposicéo de aril diazénio (Amb). Os
resultados e discussdo estdo apresentados em cincos partes com conclus@es parciais para cada

sensor desenvolvido.
1 INTRODUCAO
1.1 Sensores e biossensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos sdo dispositivos que detectam transformacées quimicas, fisicas
ou biologicas e as transformam em um sinal elétrico. Eles sdo constituidos de um transdutor,
um agente de reconhecimento (nanomaterial ou elemento de biorreconhecimento) e um
processador de sinal, conforme mostra a Figura 1. Quando o agente de reconhecimento
utilizado é uma espécie bioldgica, esses sdo classificados como biossensores. Ambos sdo
capazes de fornecer informac6es analiticas quantitativas ou semiquantitativas seletivas (GOLD,
2019), podendo ser utilizados para monitorar uma matriz bioldégica ou ndo bioldgica
(THEVENOT et al., 2001). Os elementos de reconhecimento bioldgico mais recorrentes em
biossensores eletroquimicos sdo: i) enzimas; ii) anticorpos; iii) oligonucleotideos; iv) aptameros
e V) materiais biomiméticos, que buscam imitar as propriedades de enzimas naturais e de
sistemas bioldgicos. Dentre esses materiais estdo inclusos nanozimes, sinzimes, polimeros
molecularmente impressos (MIPs, molecularly imprinted polymers), nanocanais e complexos
metalicos (ROMANHOLO et al., 2021).
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Figura 1. Componentes de um sensor eletroquimico.
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processador transdutor
de sinal

Fonte: Autoria propria.

A Figura 2 ilustra um esquema geral de possibilidades de preparo de biossensores
utilizando proteinas como agente de reconhecimento. Inicialmente, um grande ndmero de
elementos de captura é imobilizado sobre a superficie eletrodica. Apos as etapas de lavagem e
bloqueio de regides ndo especificas, a plataforma é sondada com uma amostra contendo o
analito de interesse. Se ocorrer interacdo, um sinal é produzido por deteccao direta ou mediante
a um elemento rotulado, com ou sem a utilizacdo de abordagens baseadas em sanduiche. O
rotulo pode ser um elemento (e.g. ferroceno) ou bioelemento (e.g. uma enzima peroxidase) que
(bio)catalise uma reacdo de oxido-reducdo, sendo normalmente necessario 0 uso de um
mediador de elétrons. Alguns autores também relataram que usar abordagens baseadas em
sanduiche podem aumentar a sensibilidade dos imunossensores amperométricos por um fator
de até 200 vezes (FENG et al., 2017; VARGAS et al., 2019; ZHENG; ZHAO; MA, 2018).
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Figura 2. Esquema geral de um biossensor eletroquimico.
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Fonte: Autoria propria.

A imobilizagdo do elemento de reconhecimento bioldgico € uma etapa importante para
0 bom desempenho do biossensor eletroquimico, pois uma imobilizagdo malsucedida pode
levar a lixiviacdo da biomolécula ou perda de sua atividade. Entre 0s mecanismos mais comuns
de imobilizacdo estdo: i) adsorcao direta, ii) aprisionamento fisico, iii) ligacdo covalente, e iv)
uso de proteinas marcadas. Devido a sua simplicidade, 0 método de adsorcao direta é bastante
utilizado. Porém, a remocdo da proteina por condi¢Bes vigorosas de lavagens, adsor¢do de
proteinas ndo especificas e desnaturacdo da proteina imobilizada podem vir a ocorrer. O
aprisionamento fisico é realizado em estruturas tridimensionais de géis como poliacrilamida ou
agarose e, apesar dessas estruturas ajudarem na preservacdo das biomoléculas, devido ao seu
ambiente aquoso, a estrutura do gel pode representar uma barreira a difusdo e aos eventos de
reconhecimento molecular podendo exigir longos tempos de incubacéo (CRETICH et al., 2006).
No caso do uso de proteinas marcadas (e.g. His-tag), a sua imobilizagdo se da tipicamente pela
interacdo entre a tag (sequéncia sintética de polipeptideos) e a superficie (HERNANDEZ;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). A grande limitacdo desta abordagem consiste no uso de
técnicas de engenharia genética. Finalmente, o mecanismo via ligagdo covalente requer a
presenca de grupos reativos no suporte capaz de reagir com os grupos da biomolécula, sendo

este processo normalmente mediado por um agente de reticulagdo (e.g. 1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidréxisuccinimida (NHS)) (RICCI;
ADORNETTO; PALLESCHI, 2012).

Dentre as estratégias disponiveis para a funcionalizacdo da superficie eletrodica de
modo a possibilitar a imobilizacdo de um elemento de biorreconhecimento via ligacéo
covalente, destacam-se o0 uso de monocamadas auto-montadas (SAMS, self-assembled
monolayers) com alcanotidis e a reducdo de sais de aril diazénio (Figura 3). A funcionalizacdo
de superficies metalicas como de ouro, platina, cobre e prata com SAMs a base de alcanotidis,
dissulfetos dialquil e sulfetos € uma pratica comum (RAYMUNDO-PEREIRA et al., 2021). A
formacdo de SAM é geralmente alcancada imergindo o substrato metalico limpo em uma
solucdo diluida do tiol desejado, ao qual as funcionalidades tiol adsorvem quimicamente sobre
o metal, formando espontaneamente as ligacdes S-metal. A natureza auto-montada da
monocamada surge devido ao efeito hidrofébico que impulsiona o alinhamento vertical
espontaneo das estruturas de alcano, produzindo uma camada uniforme (SRISOMBAT;
JAMISON; LEE, 2011). A metodologia de reducdo de sais de aril diazénio é teoricamente
aplicavel a funcionalizacdo covalente de qualquer superficie condutora (MOHAMED et al.,
2015a). A funcionalizacdo ocorre por meio da formacdo redutiva de um radical aril que
posteriormente ataca a superficie do eletrodo, sendo assim, um processo eletroquimicamente
controlavel (COUGNON et al., 2009). A maior limitacdo para o uso de sistemas SAM e de sais
de aril diaz6nio em aplicagdes eletroquimicas € que eles sdo estaveis apenas em um intervalo
limitado de potencial (YATES; FASCIONE; PARKIN, 2018).

Figura 3.Estrutura genérica de um alcanotiol a esquerda e estrutura genérica de um sal de aril

R
reducao
2 O
H,N -NH,

diazbnio a direita.

R Grupo funcional

Fonte: Autoria propria.
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1.2 Sensores e biossensores fotoeletroquimicos

A deteccdo fotoeletroquimica (PEC, photoelectrochemical) é uma maneira analitica
recente e de rapido desenvolvimento para detectar biomoléculas (CHEN et al., 2020; YU et al.,
2019), cujos principios de trabalho envolvem as seguintes etapas: (i) um material fotoativo é
irradiado com luz, promovendo elétrons da banda de valéncia (VB, valence band) para a banda
de conducdo (CB, conduction band); (ii) elétrons ou buracos migram para a superficie do
eletrodo na interface com o eletrélito, produzindo uma fotocorrente; (iii) analitos alvo
interagem com o eletrodo, afetando a separacdo de cargas e/ou o processo de migracao,
alterando assim a fotocorrente (WANG; LIU, 2020). Como a fonte de luz de excitagéo e o sinal
elétrico de saida sdo separados, o sinal de fundo exibido pelos sensores PEC é muito pequeno
e o limite de deteccdo pode atingir um nivel muito baixo (LIU et al., 2015; WANG; LIU, 2020;
YU et al., 2019).

Os sensores PEC podem ser anddicos ou catddicos, dependendo se semicondutores tipo
n ou tipo p sdo usados, respectivamente. Para sensores anddicos, o analito atua como um doador
de elétrons para os buracos fotogerados, e os elétrons fotogerados sdo transferidos para o
circuito externo, sob um potencial aplicado. Os sensores catddicos PEC operam ao contrario
(WANG et al., 2020). A maioria dos sensores fotoeletroquimicos, incluindo imunossensores,
genossensores e aptassensores, usam grandes fontes de irradiagdo de alta poténcia (100 a
500 W) (ADHIKARI; KIM, 2018; FENG et al., 2018; LI et al., 2021; LIU et al., 2018; WANG; WU;
ZHANG, 2019), 0 que impede a miniaturiza¢do. Como pequenos diodos emissores de luz (LEDSs)
oferecem baixa energia de irradiacdo, emprega-los em dispositivos PEC de alto desempenho
requer materiais com alta atividade fotocatalitica (ZHAO; XU; CHEN, 2018).

O semicondutor tipo n TiO2 é um candidato a tal material devido ao seu baixo custo,
forte absorcédo de luz e inércia quimica (WANG et al., 2018a), mas € limitado por causa de sua
rapida recombinacdo de portadores de carga fotogerados (DONG et al., 2018; MOHAMED et al.,
2015b). Materiais com niveis de energia favoraveis a separacdo de carga podem acelerar a
transferéncia de elétrons em rea¢fes PEC (ZANG; LEI; JU, 2017). Por exemplo, materiais a base
de niquel (Ni) aumentam a atividade fotocatalitica e a estabilidade dos semicondutores (GAO
et al., 2004). Além disso, a dopagem com Ni pode promover a absorcao de luz pela introducéo
de estados de Ni 3d na lacuna, melhorando também a atividade fotocatalitica (LIN et al., 2012;
YAO et al., 2010). Compdsitos com nanoparticulas de TiO- e filmes poliméricos sdo usados em
sensores e biossensores fotoeletroquimicos (THANGAMANI; PASHA, 2021; YANG et al., 20214,
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2021b), pois suas estruturas porosas podem facilitar a penetracdo da luz e aumentar a intensidade
coletada pelo fotoeletrocatalisador devido a multiplas reflexdes (GRANT et al., 2002;
RAMASUBBU et al., 2019).

1.3 Eletrodos impressos

Desde a década de 1990, a tecnologia de impressdo com tela (Figura 4), adaptada da
industria de microeletrénica, oferece producdo em grande escala de sensores baratos, e ainda
altamente sensiveis e reprodutiveis (DUTRONC et al., 1992; GE et al., 1998; HART; HARTLEY,
1994). Além da impressao com tela, sensores impressos sao produzidos por outros métodos de
fabricacdo, como litografia, filtracdo, impressdo 3D e de jato de tinta (ATAIDE et al., 2021;
GIACOMELLI et al., 2020; JEONG et al., 2021; PURWIDYANTRI et al., 2016; ROCHA et al.,
2021a). Os eletrodos impressos com tela (SPEs, screen printed electrodes) podem ser fabricados
sobre varios substratos, como plastico, papel, luvas, sobre a pele como tatuagem etc., e sdo
caracterizados pela alta versatilidade na selecdo do método de fabricacdo, tamanho, geometria
e personalizagdo (CAGNANI et al., 2020; ROCHA et al., 2021b; SIBUG-TORRES et al., 2021;
SMART et al., 2020). O uso de SPEs pode ser de grande interesse para desenvolver novos
métodos e pesquisas, contudo, os aditivos e solventes organicos presentes nas tintas condutoras
podem resultar em cinéticas mais lentas para reacdes eletroquimicas. Assim, tentativas de
aprimorar a cinética destes eletrodos tém sido feitas com diferentes tratamentos. Por exemplo,
Gonzélez-Sanchez et al. reportaram um aumento na sensibilidade de 140 vezes para SPCEs
submetidos a uma ativacéo eletroquimica usando H>O2 no tampdo fosfato (pH 7) (GONZALEZ-
SANCHEZ et al., 2018), enquanto Wang et al. relataram um aumento na resposta eletroquimica
de 80 vezes para SPCEs tratados com plasma de oxigénio (WANG; CHANG; YUAN, 20009).
Além disso, nanomateriais a base de grafeno demonstram melhorar as caracteristicas dos SPEs
em termos de custo-efetividade, biocompatibilidade, condutividade e fotoatividade (MATERON
etal., 2021; VILLALONGA et al., 2021).
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Figura 4. llustragdo do processo de serigrafia.
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Fonte: Autoria propria.

1.4 Materiais a base de grafeno

A atividade catalitica do grafeno e de seus derivados tém sido estudadas sob diferentes
perspectivas, inclusive para (bio)sensores eletroquimicos e fotoeletroquimicos, para detectar
biomarcadores e moléculas de interesse ambiental (KWON et al., 2021; XIA et al., 2021; ZHANG;
PING; YING, 2020). Esse interesse se deve a sua condutividade, transparéncia, resisténcia
mecanica, estabilidade quimica e flexibilidade. As propriedades do grafeno podem também
serem adaptadas pela escolha do método de sintese, com otimizacdo para deteccdo
(foto)eletroquimica de uma vasta gama de moléculas (GENORIO; ZNIDARSIC, 2014; LIM;
CHUA; PUMERA, 2014; PUMERA et al., 2010; WANG et al., 2018b; ZHENG et al., 2018).
Conhecido como o primeiro nanomaterial bidimensional, o grafeno é formado por uma Unica
camada de atomos de carbono com hibridizacdo sp2. Apesar dessas caracteristicas, foi
observado que é fundamental funcionaliza-lo para minimizar as forcas de Van der Waals e as
interacbes de empilhamento mw-7 entre as folhas de grafeno para construir sensores
eletroquimicos (THANGAMANI; PASHA, 2021). Para resolver este problema, o grafeno ¢
normalmente funcionalizado com nanoparticulas inorganicas, surfactantes, grupos hidrofilicos
ou polimeros (DONG et al., 2018). Estes materiais podem proporcionar sinergia e permitir
construir sensores eletroquimicos e biossensores mais eficientes (GRANT et al., 2002).

Outra abordagem consiste em usar derivados do grafeno como matriz para 0s sensores.

Pode-se empregar 6xido de grafeno reduzido (rGO, reduced graphene oxide), nanofitas de
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grafeno (GNRs, graphene nanoribbons) e nitretos de carbono grafitico (g-CsNa) (BOLLELLA
etal., 2016), Figura 5. Por exemplo, Ma et al. reportaram o uso de rGO dopado com prata capaz
de monitorar ions mercdrio a nivel de tracos em amostras de peixe e sangue humano (MA et al.,
2021). Ja, Rana et al. e Mao et al. obtiveram baixos limites de detec¢éo utilizando os compdsitos
MoS2/GNR/Au e CuO/g-C3N4 na determinacdo de hepcidina e aflatoxina B1, respectivamente
(MAO et al., 2021; RANA et al., 2021). Pode-se esperar, portanto, que compositos com estes
materiais permitam o ajuste de propriedades na exploracdo de novos fenémenos para construcao

de sensores e biossensores eletroquimicos com desempenhos aprimorados.

Figura 5. Materiais baseados no grafeno.
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Fonte: Autoria propria.
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2 OBJETIVO

Este trabalho, teve como objetivo desenvolver dispositivos miniaturizados, para o
monitoramento acessivel e no local de moléculas de interesse ambiental e clinico. Os objetivos
especificos foram: (i) aprimorar a resposta do transdutor (eletrodo de trabalho) por meio de
protocolos de tratamento eletroquimico; (ii) sintetizar e caracterizar compositos a base de ouro,
grafeno, e nitretos de carbono grafitico; (iii) construir sensores eletroquimicas para detectar os
antibioticos sulfametoxazol e trimetoprima; (iv) fabricar imunossensores eletroquimicos para o
antigeno de carboidrato 15-3 (cAncer de mama) e o metabolito 25-hidroxivitamina D3 (vitamina
D); (v) construir sensores fotoeletroquimicos para a deteccdo de lactato e do antigeno prostatico
especifico (cancer de prostata); (vi) desenvolver uma sistema portatil para a realizacdo de

deteccdo fotoeletroquimica com eletrodos impressos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e solucdes

Os reagentes foram usados sem qualquer procedimento de purificagcdo. Anticorpo anti-
MUCL1 (Aby), proteina MUC1 humana recombinante (CA 15-3) e anticorpo anti-MUC1
conjugado com peroxidase de rabano (Abz, HRP) foram obtidos da ABCAM (Cambridge,
Reino Unido). Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) com dimensdes 6-
9 nm x5 um (D x L), nitrato de potassio (KNO3z), 6xido de titanio (TiO2), acido l4ctico, acido
ascoOrbico, glicose, vitamina D3, Bl e B2, amoxicilina, colecalciferol, p-estradiol,
sulfametoxazol (SMX), trimetroprima (TMP), salicilaldeido, metanol, perclorato de
tetrabutilamonio (TBAP), acetonitrila (CH3CN), cloreto de potassio (KCI), cloreto de sodio
(NaCl), hidroxido de sédio (NaOH), fosfato de sodio dibasico (NazHPOa), fosfato de potéssio
monobésico (KH2POs), hexacianoferrato (I1) de potassio tri-hidratado (K4[Fe(CN)e].3H20),
hexacianoferrato de potassio (I11) (Ks[Fe(CN)e]), acido tetracloroaurico 30% em peso em
cloreto de hidrogénio (HAuCls 30% em peso diluido em HCI), acido 3-mercaptopropidnico
(MPA),  N-  (3-dimetilaminopropil)-N'-cloridrato  de etilcarbodiimida  (EDC),
hidroxissuccinimida (NHS), albumina de soro bovino (BSA), hidroquinona (HQ), antigeno
prostatico especifico (PSA), anticorpo monoclonal PSA, &cido 4-aminobenzoico, nitrito de
sodio (NaNO3), soro humano e saliva artificial para pesquisa farmacéutica foram adquiridos da
Sigma-Aldrich® (Saint Louis, Estados Unidos). Acetato de niquel (I1) foi adquirido da Vetec
Quimica Fina Ltda (Duque de Caxias, Brasil). Eter, sulfato de sodio e carbonato de sddio foram
adquiridos na Mallinckrodt® (Staines-upon-Thames, Reino Unido). O 4cido sulfarico (H2S0a)
95% e o &cido cloridrico (HCI) foram adquiridos na Exodus Cientifica (Sumaré, Brasil).
Persulfato de potassio (K2S20s), pentoxido de fosforo (P20s), permanganato de potéssio
(KMnOQa) e peréxido de hidrogénio (H20) 35% foram adquiridos da Synth® (Diadema, Brasil).
A tinta condutora de carbono LOCTITE® (EDAG 423SS E&C) usada para impressdo dos
eletrodos foi obtida da Henkel® (Dusseldorf, Alemanha). As tintas condutoras de Ag
(CW2200MTP) e de Ag/AgCl usadas nos eletrodos de referéncia foram obtidas da
Chemtronics® (Kennesaw, Georgia) e TICON® (Sorocaba, Brasil), respectivamente. A &gua
ultrapura utilizada foi purificada com sistema da Millipore Corporation® com resistividade

> 18 MQ cm (Darmstadt, Alemanha). Solucbes de tampdo fosfato salino (PBS) foram
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preparadas com NaCl 137,0 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10,0 MM e KH2PO4 1,8 mM. A

amostra de &gua da torneira foi coletada de uma torneira local (22°00'19.5"S 47°53'56.1"W).
3.2 Instrumentacao
3.2.1 Ultravioleta-visivel

Os espectros de ultravioleta-visivel (UV-vis) foram coletados em espectrofotdmetro

Jasco® V-630 utilizando cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm.
3.2.2 Experimentos eletroquimicos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um potenciostato/galvanostato
Metrohm Autolab® modelo PGSTAT30 controlado pelo software Nova® versdo 2.1.4. Os
espectros de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, electrochemical impedance

spectroscopy) foram analisados por meio do software ZView 2°.
3.2.3 Angulos de contato

As medidas dos angulos de contato foram registradas em um tensidmetro Attension®.
3.2.4 Difragao de raios-X

As analises de difracdo de raios-X (XRD, X-ray diffraction) foram conduzidas em um
difratdmetro Brucker® D8 Advance operando a uma poténcia de 40kV/40 mA usando radiacéo
Cuka (L =1,5418 A)
3.2.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR,
Fourier-transform infrared spectroscopy) dos materiais preparados em KBr foram realizadas

em um espectrémetro Shimadzu® IRAffinity-1 de 4000 a 400 cm ™. As medidas de FTIR do

papel manteiga foram realizadas em um espectrémetro Bruker® Vertex 70/70v com um detector
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de baixo ruido (MCT, telureto de cadmio e mercdrio) usando o médulo de refletancia total
atenuada (Platinum Diamond ATR, Bruker®). Todos os espectros foram registrados entre 4000
e 640 cm ™! com resolugdo de 4 cm™. Cada espectro apresentado é uma média de um conjunto

de 512 interferogramas.
3.2.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos usando um laser com comprimento de onda de
532 nm em um sistema Horiba® LabRAM HR Evolution com uma grade de aluminio e uma
objetiva de 50 x. Os espectros Raman foram desconvoluidos usando a funcdo Lorentziana.

3.2.7 Microscopia de forca atbmica

As medidas de microscopia de forga atdbmica (AFM, atomic force microscopy) foram
realizadas em um microscopio Nanosurf EasyScan2, com modo de operacdo de ndo contato.

Os resultados foram tratados com o software Nanosurf EasyScan2.

3.2.8 Microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de raios-X por dispersao em

energia e microscopia eletronica de varredura com feixe eletronico por emissdo de campo

Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (SEM, scanning electron microscopy),
mapeamento por espectroscopia de raios-X por dispersédo em energia (EDS, energy-dispersive
X-ray spectroscopy) e microscopia eletrénica de varredura com feixe eletronico por emisséo de
campo (FEG, field emission gun) foram obtidas usando um microscépio LEO 440 com um
detector Oxford (modelo 7060) operando com um feixe de elétrons de 20 kV e um microscépio

Zeiss® Sigma, respectivamente.
3.2.9 Microscopia eletrdnica de Transmissao
Imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM, transmission electron

microscopy) foram obtidos usando um microscépio JEOL JEM-2100 (LaB6) operando a
200 kV.
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3.2.10 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X

As andlises de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS, X-Ray
photoelectron spectroscopy) foram conduzidas em um espectrometro Scientia Omicron ECSA
equipado com uma fonte de raios-X modelo XM1000 usando radia¢do ko (1486,7 eV). Os
espectros foram calibrados em 284,8 eV para C1s, ajustados pelo método de Shirley e

simulados usando uma funcdo Gaussiana-Lorentziana (GL30).

3.2.11 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier in situ

Os experimentos de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) in situ foram realizados em um espectrémetro Shimadzu® prestige 21 equipado com um

detector de MCT (telureto de mercurio e cadmio).

3.2.12 Espectroscopia de absorcao atdmica

A andlise de espectroscopia de absorcdo atdbmica (AAS) foi realizada em um
espectrometro Perkin Elmer (modelo PINAACLE 900 T). Para isso, 10,0 mg de Ni-gCsN4
foram dissolvidos em 8,0 mL de &gua régia durante 48 h e depois diluidos para 1000,0 mL de

acido cloridrico a 5% em agua ultrapura.

3.2.13 Espectroscopia de refletédncia difusa no ultravioleta-visivel

Os espectros de refletancia difusa no ultravioleta-visivel (UV-vis DRS) foram
registrados em um espectrofotdmetro Shimadzu® 3600 equipado com esfera integradora

operando entre 200 e 800 nm. As amostras foram diluidas em BaSO4 (5% em peso).

3.2.14 Espectroscopia no infravermelho de reflexdo e absor¢cdo com modulacdo da

polarizagéo

A espectroscopia no infravermelho de reflexdo e absor¢do com modulagdo da
polarizacdo  (PM-IRRAS, polarization = modulation-infrared  reflection-absorption

spectroscopy) foi usada para estudar a imobilizagdo de anticorpos na plataforma de detecgéo e
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as interacbes antigeno-metabolito. As medicGes de PM-IRRAS foram realizadas em um
instrumento KSV PMI550 com um feixe focado na amostra em um angulo de incidéncia de
80°. Todos os espectros PM-IRRAS foram coletados com resolucéo de 8 cm™ durante 600 s,
sendo uma superficie de ouro limpa (Aus) usada como referéncia para registrar o espectro de

fundo.

3.3 Manufatura dos SPCEs

Os SPCEs foram produzidos pelo método de serigrafia com tecido monofilamentar de
poliéster de 77 fios com dimensdes de 40 x 35 cm. A tinta condutora de carbono foi transferida
para as superficies do papel manteiga e polietileno tereftalato (PET) empregando um rodo de
poliuretano com dureza de 75 shores. O processo de cura da tinta de carbono foi realizado em
um forno a 90 °C por 30 min. Os SPCEs possuem trés eletrodos: um eletrodo de trabalho (area
de 7 mm2), um contra-eletrodo de carbono e um eletrodo de pseudo-referéncia de prata (pintado

com tinta condutora de prata ou de prata/cloreto de prata).

3.4 Tratamento eletroquimico dos SPCEs

Os SPCEs foram tratados eletroquimicamente por voltametria ciclica (CV, cyclic
voltammetry), em que ciclos de potencial foram executados entre —2,5 e 2,5V a100 mV s tem
PBS. O efeito de outros eletrolitos (0,5 M de H2SO4 e 0,5 M de NaOH) e nimero de ciclos na
etapa de tratamento também foram investigados. Apos o tratamento, os eletrodos foram lavados

com agua e armazenados em dessecador.

3.5 Preparacao da plataforma de deteccdo rGN e medidas eletroquimicas

As rGNRs foram sintetizadas por um método eco-friendly (quando comparado com 0s
demais métodos reportados na literatura) a partir de MWCNTSs, conforme descrito por Yan-
Sheng Li et al. (LI et al., 2016). Para isto, 0,2 g MWCNTSs e 2,0 g KNO3 foram dispersos em
20,0 mL de H2SO4 concentrado. A mistura foi agitada durante 2 h. Em seguida, foi adicionado
1,0 g de KMnOs e o sistema foi aquecido a 70 °C e mantido sob agitacdo por mais 2 h. A
purificacdo das GNRs foi realizada em varias etapas. Inicialmente, a mistura obtida foi resfriada

a temperatura ambiente e dispersa em 350,0 g de agua gelada contendo 5,0 mL de H>O; (35%).
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A mistura foi entdo centrifugada a 11000 rpm durante 12 min. O solido foi redisperso em
60,0 mL de solugdo de HCI em 4gua (1:1), sonicado durante 30 min e centrifugado a 11000 rpm
durante 12 min. O material foi novamente redisperso em 60,0 mL de éter, sonicado e
centrifugado a 11000 rpm durante 12 min. O material foi seco, pesado e redisperso em agua
para fornecer uma dispersdo de 1,0 mg mL™* de GNR. As GNRs foram reduzidas em solucio
de &cido ascorbico a temperatura ambiente. Uma concentracdo de 50,0 mM de &cido ascérbico
(444,75 mg) foi adicionado em 50,0 mL de GNR (1,0 mg mL™). A mistura foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 48 h (FERNANDEZ-MERINO et al., 2010). O material
obtido foi dialisado por 3 dias em bolsa de dialise de 3500 DA.

Para modificacdo do SPCE, 6,0 puL de uma dispersdo aquosa de rGNR (0,1 mg mL™?)
foram adicionados na superficie do eletrodo de trabalho e secos a temperatura ambiente. A
curva analitica e outros experimentos foram conduzidos com medidas de voltametria de pulso
diferencial (DPV, differential pulse voltammetry) em PBS (pH 6,0). Os seguintes parametros
foram aplicados: potencial de condicionamento de 0,4 V; tempo de condicionamento de 5 s;
faixa de potencial de 0,4 a 1,1 V; passo de potencial de 5 mV; amplitude de modulacéo 25 mV;

e tempo de modulagdo 50 ms.
3.6 Preparacéo da plataforma de detec¢cédo Au-rGO

As folhas de 6xido de grafeno foram sintetizadas em duas etapas (XU et al., 2008). Em
primeiro lugar, foi realizado uma pré-oxidacao do grafite. Para isso, 3,0 g de po de grafite foram
colocados em uma solugédo a 80 °C composta por 12,0 mL de H>SO4 concentrado, 2,5 g de
K2S20g € 2,5 g de P.Os. A mistura foi mantida a 80 °C durante 4,5 h usando um banho de 6leo
de silicone, ap0s isso, foi arrefecida a temperatura ambiente. A dispersao foi entdo diluida com
500,0 mL de agua, filtrada e lavada com agua para remover o acido residual. O produto obtido
foi seco a temperatura ambiente. Para a segunda etapa, o pd de grafite pré-tratado foi disperso
em 120,0 mL de H2SO4 concentrado e mantido resfriado com o auxilio de um banho de gelo.
Em seguida, 15,0 g de KMnO4 foram gradualmente e cuidadosamente adicionados & mistura
com agitagédo para evitar que a temperatura ultrapassasse 20 °C. Na etapa seguinte, a mistura
foi agitada a 35 °C por 2h, sendo entdo diluida com 250,0 mL de agua em banho de gelo para
manter a temperatura abaixo de 50 °C. Depois disso, a mistura foi agitada por 2 h e, mais
700,0 mL de &gua e 2,0 mL de H2O, a 30% foram adicionados. Finalmente, a mistura foi

filtrada e lavada com uma solucéo aquosa 1:10 de HCI e depois com &gua.

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Os SPCEs foram modificados com Au e rGO em uma sintese de uma etapa por co-
reducdo de HAuUCIs e GO usando voltametria ciclica (JIAN et al., 2018) com uma mistura de
2,0 mg mL ™! GO (esfoliado por agitago por 48 h em banho ultrassénico por 1 h) e 3,4 mM de
HAuCls em PBS (pH 7,4). Volumes iguais dessas dispersées foram misturados por 5 min sob
agitacdo para produzir uma mistura homogénea de 1,0 mgmL ™t de GO e 1,7 mM de Au.
Misturas frescas foram preparadas antes de cada experimento, com 95,0 pL no eletrodo, e 20
ciclos de potencial executados de 0 a—1,3 V a50 mV s *. Os SPCEs modificados foram lavados

com agua e secos a temperatura ambiente.

3.7 Preparacéo do imunossensor para CA15-3

A plataforma Au-rGO foi imersa em uma solucdo etandlica de 50,0 mM de é&cido 3-
mercaptopropionico (MPA, mercaptopropionic acid) por 20 h, lavada com etanol e entdo
revestida com 15,0 uL de uma solucdo de 100,0 mM do agente de cross-linking N-(3-
dimetilaminopropil)-N2-etilcarbodiimida cloridrato/hidroxisuccinimida (EDC/NHS) sendo
gotejado e incubado por 30 min a 20 °C. Em seguida, 15,0 uL de anti-CA15-3 (Aby,
2,0 ug mL 1) foram dispensados no eletrodo modificado e incubados por 60 min. Para bloquear
os sitios de ligacdo ndo especificos entre o antigeno e a plataforma de deteccdo, foram
adicionados 15,0 puL de solucéo de albumina de soro bovino (BSA, 1% em peso). Entre as

etapas de preparacdo subsequentes, o eletrodo modificado foi lavado com solucéo de PBS.

3.8 Deteccao eletroquimica do CA15-3

CA15-3 foi detectado usando o método de imunoensaio sanduiche na qual a enzima
HRP atua como um bioeletrocatalisador, oxidando hidroquinona (HQ) a benzoquinona (BQ)
que € posteriormente reduzida na plataforma Au-rGO, como mostrado no Esquema 3b. O
perdxido de hidrogénio (H20>) foi utilizado como substrato primario para HRP, possibilitando
a reacdo redox da HQ (AKBARI NAKHJAVANI et al., 2018), cujo mecanismo seré discutido na
Secéo 5.4. A deteccdo do CA15-3 foi realizada por meio de voltametria de onda quadrada
(SWV, square wave voltammetry) que se mostrou o mais sensivel entre 0s métodos
eletroquimicos (CHALUPNIAK; MERKOCI, 2017). Para isso, uma serie de solucdes de CA15-3
(15,0 uL) em diferentes concentragbes foram incubadas por 30 min a 20 °C. Para formar

imunocomplexos sanduiche, 10,0 pL de anti-CA15-3 conjugados com HRP (Abgz, 1,0 ug mL™?)
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foram adicionados por 30 min. Os SWV foram registrados em solugéo de PBS (pH 7,4) na
presenca de 2,5 mM de HQ e 2,5 mM de H202. Os parametros foram tomados com base em
relatorios anteriores (GE; JIAO; CHEN, 2012; SANGILI et al., 2020). Os seguintes parametros
foram aplicados: faixa de potencial de 0,3 a— 0,25 V, potencial de passo de —5 mV, amplitude
de 75 mV e frequéncia de 2 Hz. A faixa de potencial para detec¢cdo de CA15-3 foi limitada a
0,3 V para evitar a eletro-oxidagédo do MPA, conforme discutido na Secéo 5.3.

3.9 Preparacao da plataforma de deteccdo AuDdrites e do imunossensor para vitamina D

O Esquema 1a ilustra 0 mecanismo de eletrossintese das nanoestruturas de dendritos
de ouro por meio da dessorcao seletiva da L-cis sobre os planos (111) do Au. Dendritos de ouro
(AuDdrites) foram eletrodepositados sobre os SPCEs tratados aplicando um potencial de
—0,8 V por 900 s em 100 pL de eletrélito contendo 7,5 mM de HAuCl4, 0,15 M de L-cis e
0,5 M de H2SO4. Os eletrodos AuDdrites/SPCE foram cuidadosamente lavados com agua e
secos ao ar (LV et al., 2014). A area superficial eletroguimicamente ativa (ECSA) dos AuDdrites
foi calculada usando a densidade de carga associada a reducao de uma monocamada de 6xido
de ouro, assumindo uma carga especifica de 386 uC cm2 para reducéo de ouro policristalino
(DO; SELAND; JOHANNESSEN, 2018).
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Esquema 1. (a) Mecanismo de eletrossintese de nanoestruturas de dendritos de ouro em forma
de arvore por meio da dessorcdo seletiva da L-cis sobre os planos (111) do Au e (b)
procedimentos de preparacao dos imunossensores: (i) L-cis por 24 h; (ii) incubacdo do anticorpo
por 16 h; (iii) BSA por 4 h; (iv) metabdlito 25(OH)D3 por 15 min.
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Fonte: Autoria propria.

O Esquema 1b ilustra a preparagéo do chip imunossensor. Primeiro, a plataforma de
deteccdo AuDdrites/SPCE foi imersa em uma solucdo aquosa de 50,0 mM de L-cis por 24 h,
lavada com &gua e incubada com 15,0 pL de EDC/NHS (ambos a 100,0 mM em agua) por 4 h
a 25 °C. Em seguida, 15,0 pL de anti-25(OH)D3 foram dispensados no eletrodo modificado e
incubados por 16 h a 4°C. Para bloquear sitios de ligacdo nao especificos, 15,0 uL de solucdo
de BSA (1% em peso em PBS 0,01 M) foram adicionados por 4 h a 4°C. Entre cada etapa de

preparacgéo, o eletrodo foi lavado com uma solugéo de PBS 0,01 M.
3.10 Deteccéo eletroquimica da vitamina D

A deteccdo eletroquimica do 25(OH)D3 foi realizada com medic¢Ges de SWV em um
volume de amostra de 100,0 pL contendo 5,0 mM de [Fe(CN)s]*'*. Foram utilizados os
seguintes parametros otimizados: faixa de potencial entre 0 e 0,4 V, potencial de passo de 5 mV,

amplitude de pulso de 75 mV e frequéncia de 10 Hz.

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



3.11 Projeto do sistema fotoeletroquimico e principais caracteristicas

O sistema fotoeletroquimico na Figura 6 compreende um suporte mecanico e um
circuito elétrico que inclui um maodulo de relé programavel para controlar os ciclos ON/OFF do
LED. A fotocorrente € gerada no sensor e flui por meio de um circuito impresso flexivel (FPC,
flexible printed circuit) de passo de 2,54 mm e trés conectores banana para o potenciostato. O
modulo de relé é alimentado por uma fonte de 12V e o LED é alimentado por um driver
comercial de 3W. O suporte mecanico contém cinco pecas: (i) uma 'base’ projetada para segurar
0 modulo de relé e conectores, (ii) um 'deslizador' para segurar o sensor horizontalmente no
conector FPC, (iii) um 'teto’ para colocar o LED 0,5 mm acima do sensor, (iv) uma 'ponta’ para
parafusar o LED sob o teto, e (v) uma 'tampa’ para evitar interferéncia de luz externa. Todas as
pecas foram confeccionadas com impressora 3D da GTMax3D (Brasil), utilizando filamento
de &cido polilatico (PLA) preto de 1,75 mm. As dimensdes externas do sistema sdo 96 mm
(largura), 122 mm (profundidade) e 36 mm (altura). O design permite que o sistema seja
facilmente desmontado para a troca do LED e do sensor, tornando-o utilizavel para outras

aplicacdes.

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




Figura 6. Foto do sistema fotoeletroquimico a direita, enquanto a esquerda hd uma imagem
renderizada com as partes identificadas individualmente: mddulo relé para controlar a
iluminacdo dos ciclos ON/OFF, 'base’, entrada de fonte de 12 V, conectores para o potenciostato
(eletrodos de trabalho, contra e de referéncia), um 'teto’ para colocar o LED, uma ‘tampa’ para
evitar interferéncia de luz externa, LED, uma 'ponta’ para fixar o LED, parafuso, entrada da
fonte de 3V para o LED, conector FPC para a entrada do sensor, um 'deslize’ para apoiar o

sensor no conector FPC, sensor.

Dedlize

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

3.12 Preparagdo da plataforma de deteccdo TiO2@poli[Ni(salen)] e medidas

eletroquimicas

O complexo [Ni(salen)] foi obtido a partir da condensacdo de salicilaldeido com uma
amina, seguido pela etapa de coordenagdo com ions metalicos de niquel, conforme descrito por
nosso grupo (BOTT-NETO et al., 2019a; MARTINS et al., 2018). Em resumo, uma solucéo
etandlica de etilenodiamina (propor¢do em volume de 2:5) e salicilaldeido (proporcdo em
volume de 3:5) foram misturadas e refluxadas durante 2 h a 40 °C sob uma atmosfera de
nitrogénio. Depois disso, um precipitado amarelo foi coletado por filtracdo a vacuo,
recristalizado em metanol e resfriado a temperatura ambiente. 100,0 mL de etanol foram entéo
colocados em um bal&o de reacéo e mantido a 40 °C por 30 min sob uma atmosfera inerte para
remover o ar. Posteriormente, 6,4 mmol do ligante Hosalen preparado e 6,4 mmol de acetato de
niquel (11) foram dissolvidos em 100,0 mL de etanol tratado. A solugdo foi submetida a refluxo
por 2h a 40 °C sob atmosfera de nitrogénio.

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Os SPCEs foram modificados com 6,0 pL de uma suspensdo de TiO, comercial
(1,0mgmL™) e secos a temperatura ambiente. Em seguida, o mondmero [Ni(salen)],
sintetizado conforme descrito a cima, foi eletropolimerizado nos eletrodos imersos em uma
solucéo 0,1 M de TBAP/CH3CN contendo 5,0 mM de [Ni(salen)]. Seis ciclosentre0e 1,2V a
100 mV s~ foram feitos e os eletrodos foram entdo lavados com etanol. As correntes do PEC
foram registradas durante as medi¢Ges cronoamperométricas em 100,0 uL de solucéo de PBS
a 0 V vs. potencial de circuito aberto (OCP). O fotoanodo foi irradiado com um LED de 3 W
de 365 nm com ciclos de irradiacdo ON/OFF de 20 s.

3.13 Preparacéao da plataforma de detecgdo Ni-gCsN4/TiO2

O nitreto de carbono grafitico (gCsNs) foi sintetizado pela policondensagdo térmica da
melamina. Conforme descrito na ref. (CHEN et al., 2017), 1,0 g de melamina foi macerada com
10,0 g de NaCl e transferida para um cadinho de porcelana com tampa. O sistema foi aquecido
em um forno sob atmosfera de ar a 600 °C (5 °C min?) por 4 h e deixado resfriar até a
temperatura ambiente. O produto de coloracdo amarela obtido foi retirado do cadinho e disperso
em 100,0 mL de &gua e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min. Este procedimento foi repetido
mais seis vezes. Em seguida, o material foi seco a 60 °C por 24 h. fons de niquel foram
introduzidos na estrutura gCsNa4 pelo método de troca catiénica (ZHAO et al., 2017). Para isso,
0,1 g de gC3N4 em 2,0 mL de agua foi esfoliado em banho ultrassénico por 10 min. Em seguida,
0,4 g de NiCl..6H,O foram dissolvidos em 2,0 mL de &gua. Ambas as soluces foram
misturadas e mantidas sob agitacdo por 24 h. O material foi entdo lavado por centrifugacéo e
seco a 60°C durante a noite. Por fim, compdsitos Nix-gCsN4/TiO2 (x = 3, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70% em peso de Ni-gCz3N4 em TiO>) foram preparados por adsorcéo. Aliquotas de 5,0 mL de
solugbes contendo 2,0 mgmL™ de TiO, e quantidades apropriadas de Ni-gCsN4 foram
preparadas. O material foi entdo mantido sob agitacao por 24 h e seco a 60 °C.

Em seguida, os eletrodos foram modificados com 6,0 uL de Nix-gCsN4/TiO>
(20mgmL™ de TiO2) e secos sob vacuo a temperatura ambiente. Posteriormente, as
superficies dos eletrodos foram funcionalizadas via reducdo eletroquimica de um sal de aril
diazonio (EISSA et al., 2018). O sal de 4-carboxifenil diazénio foi preparado in situ misturando
2,0 mM de acido p-aminobenzoico com 2,0 mM de NaNO; em 0,5 M de HCI e agitado durante
5 min a temperatura ambiente. Trés ciclos voltamétricos foram registrados entre 0,2 ¢ —0,6 V a

100 mV s, Os eletrodos séo referidos como Amb/Nix-gCsNa/TiOx.
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3.14 Preparacao do imunossensor para PSA

O Esquema 2a ilustra a preparacdo do imunossensor PEC. Os eletrodos Amb/Ni-
gCsN4/TiO, foram incubados com 15,0 uL de EDC/NHS (ambos a 100,0 mM em agua) por
30 min a 20°C para ativar o grupo carboxilico do acido benzdico eletrodepositado. Em seguida,
15,0 pL de anti-PSA (2,0 ug mL ™) foram dispensados no eletrodo modificado e incubados por
1 ha 20°C. Para bloquear sitios de ligacao nédo especificos, 15,0 pL de solucdo de albumina de
soro bovino (BSA, 1% em peso em agua) foram adicionados por 30 min a 20°C. Entre cada
etapa de preparacéo, o eletrodo foi lavado com solugéo de PBS. A detecgcdo de PSA por PEC
foi realizada usando medidas de cronoamperometria (CA) em um sistema portéatil (Esquema
2b) com uma luz LED de 3W (410 nm; 350 mW cm™?) durante ciclos de irradiacio ON/OFF
de 20 s. Solucdes de PSA (15,0 pL) em diferentes concentracdes foram incubadas por 30 min
a 20°C. As fotocorrentes foram registradas em 100,0 uL de solucéo de PBS (pH 7,4) contendo
0,1 M de &cido ascérbico (AA) a 0 V vs. potencial de circuito aberto (OCP).
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Esquema 2. (a) Procedimento de preparagdo dos imunossensores PEC. (b) O sistema portatil

usado em experimentos de PEC.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-22121,
2021. (BOTT-NETO et al., 2022)

3.15 Deteccéo eletroquimica de PSA

Um SPCE modificado com nanoparticulas de TiO, Ni-gCsNa e aril diazdnio foi usado
como plataforma PEC, conforme ilustrado no Esquema 2. A combinagdo desses elementos
aumenta a eficiéncia da coleta de luz visivel e diminui a recombinacdo de portadores de carga,
permitindo assim sua aplicacdo sob luz LED azul (A = 410 nm). Os anticorpos foram
imobilizados covalentemente via grupos carboxil do sal de aril diazonio por EDC/NHS. Por
meio de imunorreacdes, 0 PSA foi reconhecido e capturado pelo anticorpo. Quando o LED €
aceso, pares elétron-buraco sdo fotogerados na superficie do fotocatalisador, resultando na
eletrooxidacdo do &cido ascorbico (AA). Assim, a mudanca na fotocorrente induzida pela

variagdo da concentragdo de PSA é detectada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE |

Sensores eletroquimicos baseados em papel com nanofitas de grafeno reduzidas para
deteccdo simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima em amostras de agua

Aqui, descrevemos um sensor eletroquimico totalmente impresso em papel com nanofitas de grafeno
reduzidas capaz de detectar simultaneamente os antibidticos sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima
(TMP) em amostras de agua. Os eletrodos foram impressos em papel manteiga, que é ecologicamente
correto e tem uma capacidade de impressdo eficiente. Um melhor desempenho dos eletrodos foi obtido

usando um tratamento eletroquimico em solugdo de tampé&o fosfato (PBS) a pH neutro. O sensor baseado

em papel apresentou uma resposta linear de 1 pM a 10 uM para ambos os antibioticos, com limites de

detecgdo de 0,09 uM e 0,04 uM para SMX e TMP, respectivamente.

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)
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4.1 Caracterizacdo do SPCE

Uma foto do SPCE impresso em papel manteiga € mostrada na Figura 7a. O papel
utilizado na construcdo do eletrodo possui fibras curtas e compactas, conforme mostrado nas
imagens de SEM (Figura 7b-c). A andlise do angulo de contato nas Figura 7d-e confirma o
caréter hidrofilico do papel (ZHAN et al., 2018), que € uma caracteristica desejada, uma vez que

substratos hidrofilicos tém altas taxas de transferéncia de tinta com boa reprodutibilidade (KIM
etal., 2011).

Figura 7. (a) SPCE; (b) micrografias com aumento de 500 e (c) 3000 vezes; e (d) primeiro e (e)
ultimo quadros de uma gota de agua sobre o papel manteiga (os angulos de contato também séo
fornecidos); (f) IES e (g) CVs a50 mV st em 5 mM de [Fe(CN)s] *3em 0,1 M de solucdo de
KCI antes e ap0s o tratamento eletroquimico em meio &cido, basico e neutro.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)
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Os padrdes de XRD para a tinta condutora de carbono na Figura 8 incluem picos de
difragdo em 260 = 26,7° e 260 = 54,8° atribuidos aos planos (002) e (004) da estrutura grafitica,
com um espagamento interplanar de doo2 = 0,3 nm (BADENHORST, 2014).

Figura 8. Padrdo de XRD da tinta condutora de carbono apds o processo de cura.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

Para avaliar o efeito do pH na ativacdo eletroquimica dos SPCEs, o eletrodo foi
submetido a ciclagem de potencial em meios &cido, basico e neutro. A Figura 7f mostra os
tipicos graficos de Nyquist do SPCE antes e depois desses tratamentos. A ativacdo
eletroquimica dos eletrodos reduz significativamente os valores da resisténcia de transferéncia
de carga (Rct) em até 39 vezes em comparacdo com o SPCE novo (18,12 k), como mostrados
pelos valores de Rct que séo 1,87, 0,67 e 0,46 kQ para o SPCE tratado em acido, basico ¢ meio
neutro, respectivamente. O aumento da taxa de transferéncia de elétrons também é observado
na diminuigdo da separagdo entre os picos anodico e catodico (AE) do processo redox Fe?*/Fe®*.
Este valor foi de 0,69, 0,75 e 0,56 V para SPCEs tratados em meio acido, basico e neutro,
respectivamente, a ser comparado com 0,98 V para o eletrodo ndo ativado. Além disso, 0
aumento de Al (diferenca entre as correntes anddica e catodica) também mostra que o SPCE
tratado em pH neutro apresentou a maior corrente, cujo valor € 56% maior que o eletrodo nédo
tratado. O melhor desempenho do SPCE tratado em pH neutro é provavelmente devido a
remocao de impurezas organicas da tinta de carbono e a introducao de grupos carbono-oxigénio
no eletrodo de trabalho (SU; WANG; CHENG, 2011).
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A estabilidade estrutural do papel manteiga ap0s esse ser exposto as solugdes de trabalho
(&cidas, bésicas e neutras) foi confirmada com anélises SEM que ndo mostram mudangas nas

fibras do papel devido a imerséo por 600 s (Figura 9).

Figura 9. Micrografias em 500 (superior) e 3000 (inferior) vezes de ampliacdo do papel
manteiga apds imersdo em (a-b) 0,5 M de H2SOs, (c-d) 0,5 M de NaOH e (e-f) PBS (pH 7,0).

‘ &’»30 pm

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

Os espectros de FTIR na Figura 10 do papel imerso em uma solucdo basica e neutra
sdo semelhantes aos do papel novo. Quando imerso em uma solucao &cida, o espectro do papel
mostra uma banda fraca em 1738 cm™?, tipica de grupos carboxilicos (COSERI et al., 2015),
indicando que neste meio o papel sofre uma leve oxidagéo. Portanto, o papel manteiga utilizado
na construcdo dos SPCEs apresenta excelente estabilidade quimica e estrutural para aplicagdes
em meio aquoso em diferentes pHs, na qual a estabilidade ¢ maior em pH neutro e bésico

seguido de pH acido.
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Figura 10. Espectros de FTIR do papel manteiga (a) antes e depois do tratamento nas solugdes
de (b) 0,5 M de H2SO4, (c) 0,5M de NaOH, e (d) PBS (pH 7,0). Todos os espectros foram

registrados entre 4000 e 640 cm™* com resolugdo de 4 cm™ (512 interferogramas cada

espectro).
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

4.2 Caracterizacao das rGNs

A Figura 11a exibe imagens de TEM dos MWCNTSs usados na sintese dos rGNRs com
diametro médio de ~10nm. Em contraste, as rGNRs sintetizadas pelo método de
descompactagdo oxidativa apresenta uma largura média de 22 nm (Figura 11b). Observe que
este processo de abertura dos nanotubos leva a grandes quantidades de grupos oxigenados e,
portanto, a reducdo das nanofitas € necessaria para aumentar a condutividade das GNRs
(KOSYNKIN et al., 2009). Analises RAMAN e de XPS foram realizadas para determinar a
extensdo da formacéo e reducédo de tais grupos de oxigénio. A Figura 11c mostra 0s espectros

Raman tipicos de materiais a base de grafite para MWCNT, GNR e rGNR. Os picos em
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1345cm™ e 1585 cm™ correspondem as bandas convencionais D e G, respectivamente
(FERRARI; BASKO, 2013). A relacdo entre as areas das bandas D e G (Ap/Ag) € maior para
nanofitas do que para nanotubos, o que indica um aumento do nimero de defeitos na estrutura
grafitica. Além disso, apos a reducao das nanofitas, a relacdo Ap/Ac sugere uma diminuicao no

numero de defeitos e/ou grupos oxigenados, conforme esperado.

Figura 11. Imagens de TEM de (a) MWCNT e (b) rGNR; (c) espectros Raman de MWCNT e
rGNR; espectros Raman desconvoluidos de (d) MWCNT, (e) GNR e (f) rtGNR; espectros de C
1s desconvoluidos de (g) MWCNT, (h) GNRs e (i) rtGNR.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

A composicdo quimica determinada por analises de XPS mostra um aumento no
contetido de oxigénio de 5% a 31% apds a abertura dos nanotubos (Figura 12). Por outro lado,
o tratamento com &cido ascorbico reduziu a quantidade total de espécies de oxigénio para 17%.
As Figuras 11g-i exibem os espectros de C 1s desconvoluidos. Todos 0os materiais mostram
picos em ~284 e ~285 eV atribuidos ao carbono nas estruturas grafitica (sp2) e alifatica (sp3).
O pico C sp3 indica a presenca de materiais de estrutura defeituosas (ZHANG et al., 2014). Os
espectros desconvoluidos de MWCNTs mostram um pico em ~286 eV relacionado aos grupos
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hidroxilas, que aumentam consideravelmente quando os nanotubos sdo abertos (Figura 11g) e
diminuem apos sua reducdo (Figura 11i). Além disso, a partir da analise de XPS, é notado que
apos o tratamento com &cido ascorbico parte dos grupos hidroxila é reduzida a grupos carbonila,

como indicado pelo pico em ~287 eV.

Figura 12. Espectros de XPS de varredura ampla (survey) dos (a) MWCNTSs, (b) GNRs, (c)

rGNRs. As composic¢Bes atdbmicas também sdo mostradas.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

4.3 Comportamento eletroquimico do sensor

A Figura 13a mostra os DPVs em PBS (pH 7,0) do SPCE e rGNR/SPCE na presenca
dos antibioticos SMX e TMP (10,0 uM cada). O SPCE exibe picos em + 0,7 e £ 09V
associados a deteccdo de SMX e TMP, respectivamente. O uso de rGNR aumenta
consideravelmente a sensibilidade para a detec¢do simultdnea, com a corrente de pico
aumentando em 33 e 56% para SMX e TMP, respectivamente. A Figura 13b mostra que a

deteccdo simultanea é mais eficiente em pH 5,0 e 6,0. Embora as correntes sejam maiores em
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pH 5,0, a separacdo de pico para SMX e TMP é maior em pH 6,0, razdo pela qual o ultimo pH
foi escolhido para os experimentos de deteccdo subsequentes.

Figura 13. (a) Medidas de DPV realizadas em PBS (pH 7,0) em um intervalo de potencial de
0,4 a 1,1V para o SPCE ndao modificado e para SPCE modificado com rGNR. (b) DPVs em
diferentes pHs para SPCE revestido com rGNR. Ambos o0s experimentos foram realizados com
10,0 uM de SMX e TMP.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

A Figura 14 mostra a DPV de um eletrodo preparado com 6,0 uL de uma dispersédo
contendo 1,0 mg mL™* do material eletrocatalitico. Um aumento de 10 vezes na concentragio
de rGNR diminui a sensibilidade do eletrodo, uma vez que o pico relacionado a detec¢do de
TMP ndo é mais observado. Provavelmente, essa perda de sensibilidade se deve ao
empilhamento de nanofitas de grafeno durante a secagem, resultando em uma estrutura

grafitica, conforme observado em outros trabalhos (GUO et al., 2014; SI; SAMULSKI, 2008;
SONG et al., 2011).
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Figura 14. Medida de DPV em PBS (pH 7,0) realizada em um intervalo de potencial de 0,4 a
1,1 V para um SPCE modificado com 6,0 uL de uma dispersdo 1,0 mg mL™* de rGNR. O

experimento foi realizado na presenca de 10,0 UM de SMX e TMP.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

4.4 Curvas analiticas, repetibilidade e estudo de reprodutibilidade

A Figura 15 mostra a resposta do sensor para a detec¢do simultdnea do SXM e TMP.
O sinal de corrente de pico anddico aumenta linearmente com o aumento da concentracéo de
SMX e TMP no intervalo de 1,0 a 10,0 uM (Figura 15b-c). As equaces de regressao linear
para SMX e TMP sdo Corrente (A) = 0,014 x Csux (M) + 5,60 x 10° (r=0,996, n=3) e
Corrente (A) = 0,029 x Crwp (M) + 2,04 x 1077 (r = 0,995, n = 3), respectivamente. O limite de
deteccdo (LOD) foi calculado por meio da equacdo LOD = 3Sy / b, na qual Sy é o desvio padrédo
do branco (n=10) e b € a inclinacdo da curva analitica, conforme recomendado pela IUPAC
(MOCAK et al., 1997). O LOD para SMX e TMP foi estimado em 0,09 uM e 0,04 uM,
respectivamente.
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Figura 15. (a) Perfis de DPV e (b, c) curvas analiticas do sensor para quantificagdo simultanea
de SMX e TMP em pH 6,0.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

A Figura 16 mostra os resultados para a detecc¢do individual dos antibidticos. As curvas
analiticas nas Figuras 16 c-d sdo consistentes com aquelas para detec¢do simultanea, sugerindo
gue os antibidticos ndo interferem um com o outro. As equacdes de regressao linear sao
Corrente (A) = 0,014 x Csmx (M) + 8,286 x 108 (r=0,984, n=3) para SMX e Corrente
(A) = 0,030 x Crmp (M) + 2,094 x 1077 (r = 0,994, n = 3) para TMP. Os valores estimados de
LOD para deteccdo individual de SMX e TMP séo iguais aos da detecgédo simultanea.
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Figura 16. Perfis de DPV obtidos de 0,4 a 1,1 V e curvas analiticas do sensor para quantificacdo

individual de (a, c) SMX e (b, d) TMP.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

A Tabela 1 lista os resultados de determinacdo simultanea de SMX e TMP para sensores

eletroquimicos reportados na literatura. O sensor aqui proposto apresenta excelentes

caracteristicas e possui uma faixa linear competitiva com outros sensores eletroquimicos. Além

disso, o dispositivo eletroquimico baseado em papel é barato, portatil, descartavel e
ecologicamente correto.
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Tabela 1. Comparagdo dos resultados obtidos da literatura de sensores eletroquimicos para

detec¢do simultanea dos antibioticos SMX e TMP.

Plataforma Faixa linear para  Faixa linear para LOD para LOD para Ref.

eletroquimica SMX (UM) TMP (UM) SMX (UM) TMP (UM)

GR-ZnO/GCE 1-40;40-170 1-10;10-170 04 0,3 (YUE; LI; ZHAO, 2020)

Parafina/SbNPs- 0,1-0,7 01-0,7 0,024 0,031 (SANTOS ANDRADE et al., 2010)

MWCNT

GCE 55,0 - 395,0 10,5-104,0 8,52 0,931 (CALACA et al., 2014)

HT-BDD 3,95 -39,48 0,69 - 6,89 0,0144 0,0135 (ANDRADE et al., 2009)

AgNPs-rGO/GCE 1,0-10,0 1,0-10,0 0,6 0,4 (GOLINELLI; MACHADO;
CESARINO, 2017)

Fes0,-MWCNT/GCE  0,1-0,5 0,1-05 0,011 0,021 (BHENGO et al., 2018)

SPCE baseado em  1,0-10,0 1,0-10,0 0,09 0,04 Este trabalho

papel

Notas GR-ZnO/GCE: eletrodos de carbono vitreo modificados com grafeno e nanobastdes de ZnO.

Parafina/SbNPs-MWCNT: Nanotubos de carbono decorados com eletrodo composto de parafina modificada com nanoparticulas

de antimonio.

GCE: eletrodo de carbono vitreo

HT-BDD: eletrodo de diamante dopado com boro terminado em hidrogénio

AgNPs-rGO/GCE: nanoparticulas de prata e eletrodo de carbono vitreo modificado com compésito de 6xido de grafeno reduzido.

Fes0,-MWCNT/GCE: nanotubos de carbono de paredes maltiplas decorados com nanoparticulas de Fe;O,4 sobre eletrodo de

carbono.

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

A Figura 17 mostra os resultados de repetibilidade e reprodutibilidade realizados por
DPV para 10,0 uM dos antibiéticos em 0,1 M de PBS (pH 6,0). A repetibilidade foi verificada

usando o mesmo eletrodo (medicéo intra-eletrodo), na qual 5 medi¢bes da corrente de pico de

oxidagdo do SMX e TMP resultaram em um desvio padrdo relativo (RSD) de 3,53 e 2,76%,

respectivamente. Para o estudo de reprodutibilidade, 5 medi¢Ges com sensores novos (medicao

entre eletrodos) foram realizadas nas mesmas condicdes. O sensor proposto apresenta um valor
de RSD satisfatério de 4,42 e 4,47% para SMX e TMP, respectivamente.

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Universidade de Sao Paulo



Figura 17. Estudo de (a) repetibilidade e (b) reprodutibilidade na presenca de 10,0 uM SMX e
TMP. Os experimentos foram realizados por DPV em 0,1 M de PBS (pH 6) em um intervalo
de potencial de 0,4 a 1,1 V.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

4.5 Deteccao simultanea de SMX e TMP em amostras reais e estudo de interferéncia

O dispositivo eletroquimico proposto foi aplicado em amostras de agua da torneira
contaminadas com concentra¢fes conhecidas dos antibioticos. Os resultados da Tabela 2 para
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andlise simultanea indicaram valores de recuperacao entre 97,8 e 102,0% com um RSD abaixo
de 4%.

Tabela 2. Recuperacdo de SMX e TMP em PBS (pH 6,0) feito com agua da torneira, n = 3.

Sinal Adicionado Encontrado Recuperado RSD
(uM) (uM) (%) (%)
SMX 1,0 1,0 102,0 3,5
T™MP 1,0 1,0 100,1 3,8
SMX 4,9 4,9 98,5 2,0
T™MP 4,9 5,0 100,5 1,9
SMX 9,9 9,7 97,8 1,1
TMP 9,9 9,9 100,3 3,0

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)

A seletividade do sensor foi avaliada para seis possiveis substancias interferentes a
30 uM, com resultados de DPV normalizados pelos picos de oxidacdo dos antibidticos a
10,0 uM. A Figura 18 mostra mudancas relativas variando de —6,9 a +2,9% para amoxicilina,
carbonato, colecalciferol, B-estradiol, hidroquinona e sulfato. Portanto, a especificidade do

sensor para a deteccdo simultanea dos antibioticos é confirmada.
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Figura 18. Seletividade do sensor na presenca de 10,0 uM dos antibioticos e 30,0 UM dos
interferentes (amoxicilina, carbonato, colecalciferol, B-estradiol, hidroguinona e sulfato). Os
experimentos foram realizados por DPV em 0,1 M de PBS (pH 6,0) em um intervalo de

potencial de 0,4a1,1V.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 882, p. 114985,
2021. (MARTINS et al., 2021)
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4.6 Conclusoes parciais

Neste trabalho, um sensor eletroquimico baseado em papel totalmente impresso
modificado com nanofitas de grafeno reduzidas para a deteccdo de SMX e TMP foi
desenvolvido. O SPCE apresentou melhor desempenho quando tratado eletroquimicamente em
meio neutro em comparagdo aos tratamentos &cido e basico. A adicdo da rGNR aumenta a
sensibilidade do sensor para a deteccdo dos antibidticos. Além disso, estudos de
reprodutibilidade, repetibilidade e interferéncia atestam a confiabilidade do sistema, cuja
deteccdo ocorre entre 1 e 10 uM com limites de detecgdo de 0,04 e 0,09 UM para SMX e TMP,

respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE I

Imunossensor eletroquimico tipo sanduiche contendo o compdsito Au-rGO para detec¢do do

marcador tumoral CA15-3

Nesta parte, desenvolvemos um imunossensor eletroquimico tipo sanduiche capaz de detecgdo rapida
de CA15-3 dentro de uma ampla faixa de concentracéo linear de 0,1 fg mL™ a 1,0 upg mL*com um
limite de detecgdo (LOD) de 0,08 fg mL™*. O imunossensor possui uma matriz de um filme camada por
camada de nanoparticulas de Au e Oxido de grafeno reduzido (Au-rGO) co-eletrodepositado em
eletrodos serigrafados de carbono (SPCE). A alta sensibilidade foi alcangada usando anticorpos
secundarios (Ab,) marcados com peroxidase de rabano (HRP) na presenca de peroxido de hidrogénio
(H202) como amplificadores de sinal e hidroguinona (HQ) como mediador eletrdnico. O imunossensor
foi seletivo para CA15-3 em amostras de soro humano e saliva artificial, robusto e estavel para permitir

0 armazenamento a 4°C por mais de 30 dias.

A Ab, o

Breast cancer sensi"® T

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)
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5.1 Otimizacao do tratamento eletroquimico

Os SPCEs foram tratados por voltametria ciclica entre —2,5 e 2,5V a 100 mV st em
solucéo de PBS (pH 7,4). O efeito do nimero de varreduras no perfil voltamétrico do eletrodo
foi investigado. A Figura 19a mostra os espectros de EIS para os SPCEs antes e depois do pré-
tratamento com n ciclos (n =1, 2 ou 5). Os valores de impedancia (grafico de Bode) do SPCE
novo mostram que a resisténcia a transferéncia de carga diminui de 21 para 15 ou 13 kQ quando
o0 potencial de eletrodo é ciclado uma ou duas vezes, respectivamente, Figura 19b. Dois ciclos
forneceram eletrodos estaveis e reprodutiveis. Além disso, a reprodutibilidade do eletrodo com
5 ciclos é ligeiramente inferior e pode estar associada a oxidagdo do carbono. Portanto, 2 ciclos

foram definidos como a condicdo ideal para a limpeza dos eletrodos.

Figura 19. (a) Espectros de EIS e (b) valores médios de impedancia para os SPCEs antes e
depois da limpeza eletroquimica com n ciclos (n =1, 2 ou 5) registrados em solucdo PBS
(pH 7,4) contendo 5,0 mM de [Fe(CN)s]* 7+

25+ 25 -
a) b)
20 %@% 20+
th
[m}
— i O —_ i
&15 L G15
X o Z
N 10 0 o Novo N 10
O 1 ciclo
2 o 2ciclos
=h 2, o 5ciclos =h
0 T T T T T T O -
10° 102 10* Novo 1 2 5
Frequéncia (Hz) NUmero de ciclos

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)
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5.2 Caracterizacgéo da plataforma de deteccdo Au-rGO

A Figura 20a mostra o espectro de FTIR do GO obtido a partir de grafite natural. As
bandas largas e intensas em 3380 e 1719 cm ™! sdo caracteristicas de vibracdes O-H (dos grupos
hidroxila e carbonila) e dos grupos C=0, respectivamente. Por outro lado, as bandas em 1486,
1283 e 1102 cm™* podem ser atribuidas a deformagcéo O-H, estiramento C-OH e estiramento C-
O, respectivamente. Todas as bandas observadas aqui sao encontradas em compostos a base de
oxido de grafeno (XU et al., 2008). Os difratogramas de grafite e 0xido de grafeno sdo mostrados
na Figura 20b. O difratograma de grafite exibe um pico de difragdo em 26 = 26° com um
espacamento entre camadas de ~0,3 nm. Em contraste, apos a oxidagdo, um pico em 26 = 11°
correspondente ao plano (002) com um espacamento entre camadas de ~0,8 nm é observado
(SHEN et al., 2009; XU et al., 2008). Este resultado era esperado, uma vez que as folhas de 6xido
de grafeno devem ser "mais espessas” com o oxigénio ligado covalentemente e o deslocamento
de sp3 com atomos de carbono hibridizados ligeiramente acima e abaixo do plano do grafeno
original, conforme verificado por FTIR (STANKOVICH et al., 2007). Para determinar a
espessura das folhas de GO esfoliadas, foram adquiridas imagens de AFM nas Figuras 20c-d.
A espessura medida foi de 0,9 nm, ligeiramente maior do que 0 espagamento entre camadas
determinado por XRD. Portanto, os valores de espessura encontrados indicam que o GO
esfoliado possui uma estrutura de camada Unica (BAI; LI; SHI, 2011), que sdo essenciais para

uma co-eletrodeposicao satisfatoria de Au-rGO (JIAN et al., 2018).
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Figura 20. (a) Espectro de FTIR preparado com pastilha de KBr, (b) padrédo de XRD e (c-d)
imagem de AFM do 6xido de grafeno.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

A Figura 21 exibe 0 1° e 0 20° CV durante a eletrorreducéo de GO, Au e Au-GO. O
eletrodo modificado com Au exibe dois picos em —0,45 V e —0,76 V atribuidos a eletrorreducéo
de Au®* para Au® e Au* para Au’, respectivamente (Figura 21a) (DE SA et al., 2011). A
eletrorreducdo de GO para rGO é denotada por um pico em —0,98 V na Figura 21b, que

também ocorre quando GO e Au sdo co-eletrorreduzidos para formar Au-rGO na Figura 21c.
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos durante a eletrodeposicéo para eletrodos com (a, d)
AuNPs, (b, €) rGO e (c, f) Au-rGO em solucdo de PBS (pH 7,4) a 100 mV s, A direita e &

esquerda sao mostrados o primeiro e o vigésimo ciclo, respectivamente.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,

2022)

Conforme o numero de ciclos aumenta, a intensidade de todos os picos diminui e 0

composto tridimensional Au-rGO é formado (JIAN et al., 2018), como ilustrado no Esquema 3a.

Para otimizar a resposta da plataforma Au-rGO, foi realizada a co-eletrorreducéo de Au e GO

empregando diferentes numeros de ciclos e avaliada a resposta dos eletrodos na presenca de

HQ e H20,. Conforme mostra a Figura 22, os eletrodos preparados com 20 e 30 ciclos exibem

valores de corrente muito proximos e sdo ~1,7 vezes mais eletroativos do que o eletrodo

modificado com apenas 5 ciclos. Portanto, 20 ciclos foram escolhidos como o pardmetro ideal.
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Figura 22. Resposta de SWV da plataforma Au-rGO preparada com 5, 20 e 30 ciclos. As curvas
foram registradas em solugéo de PBS contendo 2,5 mM de HQ e 2,5 mM de H2Ox.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

A Figura 23a mostra os voltamogramas ciclicos em 0,5 M de H2SO4 para confirmar a
plataforma Au-rGO com um pico amplo em ~1,11 V caracteristicos do 6xido de ouro. Ha
também um pico de reducdo em ~0,63 V relacionado a reduc¢édo de 6xido de ouro. A impedancia
nos graficos de Bode na Figura 23b é menor para Au-rGO do que para eletrodos AuNPs e,
portanto, eletrodos Au-rGO foram escolhidos para os sensores eletroquimicos, especialmente

porque a condutividade pode ser afetada negativamente apos a incorporacao das biomoléculas.
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Figura 23. (a) Voltamogramas ciclico do rGO e Au-rGO em 0,5 M de H2SOs a 20 mV sL. (b)
Curvas de impedéancia (gréaficos de Bode) para os eletrodos AuNPs e Au-rGO (a inser¢do mostra
os valores médios). (c) e (d) Imagens de SEM em secao transversal para a plataforma Au-rGO.
(e) Graficos de Bode para os diferentes estagios de fabricacdo do imunossensor. (f) Imagem de

SEM do imunossensor desenvolvido.

10

—1rGO a) MPA/AU-rGO e)
5] AU-rGO BSA/Ab,/MPA/AU-TGO
. CA15-3/BSA/Ab,/MPA/AU-IGO
< Ab,/CA15-3/BSA/Ab,/MPA/AU-TGO
o O
<
[
5
o
_10,
-15 T T T ! !
00 03 06 09 12 15
Potencial (V) ag/agei
91 b)
EZ (xQ)
g 61
X
N
34 AuNPs Au-rGO
04 . . . : :
10° 102 10

Frequéncia (Hz)
Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

As Figuras 23c-d mostram as imagens de SEM em diferentes ampliacdes, a partir das
quais foram obtidas espessuras médias em 50 regides distintas para as diferentes camadas. A
espessura média foi de 102 +1,6; 12,6 £ 2,2 € 0,3 £ 0,1 um, para as camadas PET, carbono e
Au-rGO, respectivamente. Uma analise de espectroscopia de dispersdo de energia de raios-X
(EDS) confirmou que a camada mais clara na Figura 23d se refere ao depdsito de ouro,

indicando que o composto Au-rGO esta concentrado na camada de carbono (Figura 24).
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Figura 24. (a) e (c) imagem de SEM em secdo transversal de Au-rGO; (b) anélise EDS; (d)
mapeamento EDS.

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

5.3 Determinacéo do potencial de oxidacédo do &cido 3-mercaptopropidnico

O MPA foi usado para imobilizar os anticorpos Abs. A estabilidade desta molécula sobre
a superficie da plataforma foi estudada com respectivas mudancas no potencial de detec¢do na
SWV. CVs foram obtidos para a plataforma Au-rGO com e sem MPA (Figura 25). O eletrodo
MPA/Au-rGO exibe um pico em ~0,7 V associado a eletrooxidacdo de MPA, que comeca em

0,33 V. Assim, o potencial limite superior foi definido como 0,3 V.
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Figura 25. 12 varredura para potenciais mais positivos da plataforma Au-rGO, antes e ap6s

incubagdo com MPA. Medidas realizadas em solugédo de PBS (pH 7,4) a20 mV s 1,
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,

2022)

5.4 Comportamento eletroquimico e caracteriza¢do do imunossensor

O Esquema 3 ilustra o principio analitico do imunossensor eletroquimico para a

deteccdo de CA15-3. O anticorpo Ab: foi usado como sonda de captura e o anticorpo Ab>

marcado com HRP atua como um amplificador de sinal. Na presenca de CA15-3, o complexo

imune sanduiche foi obtido por meio de interac6es especificas anticorpo-antigeno, formando o
sistema Ab,/CA15-3/BSA/Abi/MPA/Au-rGO.
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Esquema 3. (a) llustracdo da preparacédo das plataformas Au-rGO por co-eletrorreducdo in situ
de GO e Au. (b) Diagrama esquematico do imunossensor eletroquimico sanduiche usando uma
enzima HRP para deteccdo de CA15-3. As reacdes nos (b1) sitios ativos da enzima e (b2) na

superficie do eletrodo também sdo mostradas.

Redugdo

eletroquimica

.Y )

MPA Ab, BSA CA15-3 Ab, HRP
L —

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

O mecanismo eletroquimico da reacdo da hidroquinona na presenca do biossensor
marcado com HRP e H20> é descrito abaixo (AFSHARAN et al., 2016; AKBARI NAKHJAVANI
etal., 2018):

HRP(Fe'" + H,0, > HRP(Fe'V) + H,0 Equacdo 1
HRP(Fe'V) + HQ —» HRP(Fe') + BQ Equacdo 2
BQ + 2H* + 2e~ -» HQ Equacéo 3

O H20; na solucgdo € inicialmente reduzido pela enzima HRP (Fe'"). Em seguida, a
enzima HRP (Fe'Y) é regenerada com o mediador HQ, enquanto este é oxidado a benzoquinona
(BQ). Por ultimo, 0 BQ é reduzido eletroquimicamente na superficie do eletrodo. Aqui foi usada
a SWV para quantificar a concentragdo de CA15-3.

A construcdo do imunossensor foi avaliada usando diferentes métodos. A Figura 23e
mostra os graficos de Bode registrados em solugéo de PBS (pH 7,4) com 5,0 mM de [Fe(CN)e]*-
/4 na qual a impedancia aumenta gradualmente conforme as biomoléculas s3o adicionadas.

Imagens de SEM em diferentes ampliacdes foram registradas e nenhuma mudanca na topografia
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da superficie foi observada, sugerindo que a estrutura do composto Au-rGO permanece estavel

ao longo deste processo (Figura 26).

Figura 26. Imagens de SEM com ampliacdo de 5 k (esquerda) e 25 k vezes (direita) de Abi/Au-
rGO (imagens a e €), BSA/Ab1/Au-rGO (imagens b e ), CA15-3/BSA/Abi/Au-rGO (imagens
c e g) e Ab/CA15-3/Abi/Au-rGO (imagens d e h).

L)()O_mn

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

E importante salientar que as imagens de SEM do eletrodo Au-rGO exibem uma
estrutura mais porosa do que o SPCE ndo modificado (Figura 27). Esta maior rugosidade

produz uma area de superficie maior para a ligacdo de anticorpo, o que pode minimizar o
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impedimento estérico e melhorar a eficiéncia da reacdo de anticorpos e antigenos CA15-3
(WELCH et al., 2017).

Figura 27. Imagens de SEM de (a) SPCE e (b) Au-rGO/SPCE.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

5.5 Otimizacéo da preparacdo do imunossensor

A eficiéncia de um imunossensor eletroquimico depende de sua composi¢do, morfologia
e arquitetura molecular. Portanto, foram otimizados os parametros de fabricagdo, comegando
com a concentracdo de Ab: seguido pelo tempo de incubacdo. Mudangas na impedancia
medidas por EIS foram usadas como referéncia no procedimento de otimizacdo. A impedancia
em 0,1 Hz (regido governada por mudancas na dupla camada elétrica) é mostrada na Figura 28
para diferentes concentracGes de Ab; e diversos tempos de incubacdo. Foi selecionado uma
concentragéo de Ab; de 2,0 pg mL ! para construgdo do imunossensor porque a impedancia foi
maior do que para uma concentragdo de 1,0 pg mL™, indicando um maior nimero de Ab;
imobilizado, e porque houve uma diminuicdo da reprodutibilidade para concentracbes de
5,0 ug mL ! e acima. O tempo de incubagc&o foi escolhido em 60 min, o que foi suficiente para
adsorver uma grande quantidade de Ab:; com boa reprodutibilidade, como observado nos

valores de impedancia.

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



Figura 28. Otimizacdo da preparacdo do imunossensor: mudanca na impedancia (0,1 Hz)
conforme a concentragdo de Ab: (a) e o tempo de incubacdo (b) foram variados. Todas as
analises de EIS foram registradas em solugdo de PBS (pH 7,4) com 5,0 mM de [Fe(CN)e]> "+
en=>5.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

5.6 Desempenho analitico do imunossensor para deteccdo de CA15-3

Sob as condi¢des otimizadas, o imunossensor foi submetido a solu¢cBes com varias
concentracdes de CA15-3. A curva analitica na Figura 29 é linear com o logaritmo da
concentragéo no intervalo de 0,1 fg mL™* a 1,0 pg mL~* com um coeficiente de correlacio de
0,993. A equacio de regressdo € I (uA) = —0,936 log C (ng mL™1) — 48,602, na qual | representa
aintensidade da corrente e C é a concentracio de CA15-3. O limite de detecgéo foi 0,08 fg mL™
(calculado com LOD = 3Sp/b, na qual Sy é o desvio padrdo do branco (BSA/Abi/MPA/Au-rGO,
n=15) e b é a inclinagdo da curva analitica (MOCAK et al., 1997)). O LOD do imunossensor &
0 menor em comparagdo com os valores de outros méetodos de deteccdo de biomarcadores de
cancer de mama presentes na literatura. Além disso, apresenta uma faixa linear mais ampla,

conforme apresentado na Tabela 3.
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Figura 29. Detecgdo eletroquimica do CA15-3 realizada no intervalo de potencial de 0,3
a—0,25V (vs. Ag/AgCl) em solucdo de PBS (pH 7.4) na presenca de 2,5 mMde HQ e
2,5 mM de H20. (a) Curva analitica e (b) resposta de SWV do imunossensor a concentracfes
crescentes de CA15-3 de 0,1 fg mLta 1,0 pg mL™*. O branco é o sinal de BSA/Ab:/MPA/Au-

rGO.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,

2022)
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Tabela 3. Uma visao geral dos métodos para determinar biomarcadores de cancer de mama.

Meétodo de Biomarcador de Faixa linear LOD Ref.
detecgéo cancer de mama
Amperométrico HER-2 2pgmL!-125ngmL! 12 pg mL™! (CARVAJAL et al., 2018)
SPRIi CEA 0,40 -20ng mL™! 0,12 ng mL™* (SZYMANSKA et al., 2020)
Amperométrico HER2-ECD 7,5-50ng mL™! 0,16 ng mL™! (FREITAS; NOUWS; DELERUE-
MATOS, 2019)

ECL CEA 50pgmL'-300ngmL™"  0,25pgmL'  (HUetal., 2021)
Amperométrico HER2-ECD 50-50ngmL™"e50 - 28ngmL* (FREITAS et al., 2020)

100 ng mL™!
CLIA CEA 0,1-60,0 ngmL" 0,05ngmL™"  (Lletal., 2018a)
Amperométrico MMP-9 8,0-75pgmL'e75- 12 pg mL™! (AREVALO et al., 2021)

10000 pg mL™!
PEC CEA 20pgmL'-10ngmL? 1,3pgmL™! (WEl et al., 2019)
Amperométrico CEA 0,01-75,0 ng mL* 39pgmL™? (SHEKARI; ZARE; FALAHATI,

2021)

Amperométrico ErbB2 1,0-200,0 ng mL™! 0,22ngmL"  (ZHONG et al., 2020)
Amperométrico CA15-3 1,0-240ng mL™! 0,6 ngmL"! (YANG et al., 2008)
Amperométrico CA15-3 50pgmL'-100ngmL™"  50pgmL’ (WU etal., 2013)
Impedimétrico CA15-3 05-,0ngmL™" 0,39ngmL!  (ARORA; TOMAR; GUPTA, 2017)
Amperométrico CA15-3 1,0fgmL"-0,1 pg mL™! 0,35 fgmL™! (LIU etal., 2017)
Amperométrico CA15-3 01fgmL"-1pugmL™" 0,08 fg mL™! Este trabalho

Notes SPRi ressonancia plasmonica de superficie
ECL luminescéncia eletroquimica
CLIA imunoensaio de quimiluminescéncia

PEC fotoeletroquimica

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

5.7 Avaliacdo da estabilidade, reprodutibilidade, seletividade e armazenamento do

imunossensor

A estabilidade e a reprodutibilidade s&o indicadores essenciais do desempenho do
imunossensor, que foram determinados aqui com a detecgdo de 1,0 ug mL™! de CA15-3, e os
resultados s&o mostrados na Figura 30a. A estabilidade foi verificada usando o mesmo eletrodo
(medicdo intra-eletrodo), na qual 5 medigdes resultaram em um RSD de 0,8%. Para o estudo de
reprodutibilidade, 5 medi¢cdes com imunossensores novos (medicdo entre eletrodos) foram
realizadas nas mesmas condi¢des, e 0 RSD foi de 9,2%. Para confirmar a confiabilidade do
imunossensor, as substancias BSA, PSA, p53, vitamina D3 e vitamina C a 1,0 ug mL™' e sua
mistura (1,0 ug mL™! cada) foram selecionadas como potenciais interferentes na determinagdo
de CA15-3. Conforme mostrado na Figura 30b, a resposta de sinal de corrente para esses

interferentes é comparavel ao valor encontrado para o branco. Além disso, a mistura exibiu
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valores comparaveis ao CA15-3 puro. Quando o imunossensor sanduiche (Ab2/CA15-
3/BSA/Abi/MPA/Au-rGO) foi armazenado a 4°C, houve perda de 3 e 13% nas respostas
primarias por 4 e 31 dias, respectivamente, indicando uma excelente estabilidade em
comparacdo com a literatura (AKBARI NAKHJAVANI et al., 2018; HASANZADEH et al.,
2018; JIA et al., 2018).

Figura 30. (a) Estabilidade, reprodutibilidade e armazenamento do imunossensor em
1,0 pg mLt de CA15-3 (n=15). (b) Seletividade do imunossensor com 1,0 pg mL* de CA15-
3 e substancias interferentes: BSA, PSA, p53, vitamina D3 e vitamina C a 1,0 pg mL™.
Resultados da resposta SWV do imunossensor conduzido em solucgéo de PBS (pH 7,4) de 0,3
a—0,25V (vs. Ag/AgCl).
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

5.8 Desempenho analitico em amostras de soro humano e saliva artificial

Para estudar a viabilidade do imunossensor em aplica¢des praticas, analisamos amostras
de soro humano e saliva artificial. Soro humano e saliva artificial foram diluidos em solucéo de
PBS (1:100, v/v) e enriquecidos com trés concentragdes conhecidas de CA15-3, cobrindo a
curva analitica. As concentracfes de CA15-3 foram calculadas por interpolacdo com a curva
analitica (Figura 29a). As recuperacdes variaram de 97,4 a 103,6% para soro humano e de 98,6
a 101,8% para saliva artificial (Tabela 4), comprovando a confiabilidade deste imunossensor

para detecgdo de CA15-3 em matrizes complexas.
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Tabela 4. Valores de recuperagiio para os imunossensores incubados com 1 x 10726, 1 x 10712 ¢
1x10°° g mL! CA15-3 em soro humano e amostras de saliva artificial diluidos (P =0,05;
n=>5).

Soro humano Saliva artificial
Adicionado Encontrado Recuperado Encontrado Recuperado
(@mL™) (gmL™) (%) (gmL™) (%)
1x107'¢ 1,0 x 10716 1009+ 7.4 0,9x10°'¢ 98,6 +8,2
1x107" 0,9 x 10712 97,4+6,7 1,0 x 10712 99,6+5,38
1x10° 1,0x10° 103,6 £9,3 1,0x10° 101,8+9,1

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. Microchimica Acta, v. 189, p. 1-7, 2021. (MARTINS et al.,
2022)

5.9 Conclusdes parciais

Um imunossensor eletroquimico ultrassensivel para monitoramento de CA15-3 foi
desenvolvido. Usamos uma técnica simples de eletrodeposicao para produzir nanoestruturas 3D
de Au-rGO sobre SPCEs, o que resultou em uma superficie robusta, homogénea e de alta
condutividade. Este composito também apresentou uma grande area de superficie para ligacao
de anticorpos e foi adequado para preservar a atividade das biomoléculas. O LOD foi 0 menor
encontrado na literatura para deteccdo de biomarcador de cancer de mama. O imunossensor
também exibiu uma ampla faixa linear, excelente estabilidade e resultados confiaveis na analise
de soro e saliva artificial. O imunossensor é promissor para rastreamento, teste rapido e
descentralizado do cancer de mama CA15-3, permitindo monitoramento e diagnostico precoce.
De fato, com este imunossensor, pode-se vislumbrar a deteccdo em amostras menos invasivas
como a saliva, cujo nivel de CA15-3 é ca. de dez vezes menor do que no soro (LIANG et al.,
2012). Além disso, a abordagem empregada para construir o imunossensor pode ser estendida
a outros biomarcadores para aplicacdes no local de atendimento.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE I

Imunosensor eletroquimico sem rotulo feito com dendritos de ouro em forma de arvore para

monitorar o metabolito 25-hidroxivitamina

Neste capitulo, relatamos chips imunossensores flexiveis e livres de rétulos feitos com dendritos de ouro
em forma de arvore formados eletroquimicamente por dessorcao seletiva da L-cisteina (L-cis) sobre 0s
planos (111) do ouro. A eletrodeposicdo foi usada porque é escalavel, econdmica e, por permitir o
crescimento rapido e direto de estruturas dendriticas de Au hiperramificadas. O metabd6lito 25-
hidroxivitamina D3 (25(0OH)D3) foi detectado em 15 minutos com limite de deteccéo de 0,03 ng mL ™.
Este alto desempenho foi possivel devido a otimizagdo cuidadosa da camada eletroativa e das condi¢des
de trabalho para com a voltametria de onda quadrada. A eletrocristalizagéo foi manipulada controlando
0 potencial de deposic¢do e a razao molar entre HAuCl, e L-cis. A deteccdo do metabolito foi realizada
em amostras de soro humano e saliva com recuperagédo adequada entre 97 e 100%.

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)
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6.1 Principio de deteccéo

Um SPCE modificado com AuDdrites foi utilizado como plataforma de detecgédo
eletroquimica, conforme ilustrado no Esquema 1. Essas nanoestruturas possuem alta
condutividade e biocompatibilidade que proporcionam uma grande area de superficie para
imobilizacdo de anticorpos. Os anticorpos foram imobilizados covalentemente via ligagéo
carbodiimida com EDC/NHS. O anticorpo reconheceu e capturou 25(OH)D3 por meio de
imunorreacdes. A corrente gerada na superficie do catalisador surge da eletrooxidacdo da sonda
redox ([Fe(CN)s]**). Os imunocomplexos entre anticorpos e metabolitos atuam como uma
camada isolante, bloqueando parcialmente a difusdo da sonda redox. Assim, a mudanc¢a na

corrente induzida pela variagdo da concentracdo de 25(OH)D3 é detectada.

6.2 Caracterizacgao e optimizacdo da plataforma de detec¢do eletroquimica

A Figura 31 mostra os resultados compilados durante a otimizacdo da eletrossintese de
AuDdrites sobre SCPE. Os depdsitos de Au foram sensiveis aos potenciais aplicados, conforme
mostrado nas Figuras 31a-d e 32. Potenciais menos negativos de —0,2 a — 0,6 V produzem
nanoestruturas irregulares (incluindo nanoparticulas e estrelas), enquanto potenciais de — 0,8 a

— 1,0 V produz nanoestruturas dendriticas de ouro semelhantes a arvores.
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Figura 31. Imagens de SEM-FEG de AuDdrites preparados em 0,5 M de H2SO4 com razéo
molar de 1:20 de HAuUClI4 para L-cisem (a) — 0,4 V, (b) —0,6 V, (¢) —0,8 V, (d) —1,0 V. Imagens
SEM-FEG de AuDdrites a —0,8 V com diferentes razoes molares de HAuCl4 para L-cis: ()
1:5, (f) 1:20, (g-h) 1:40. (i) Padrdo de XRD dos AuDdrites preparados a —0,8 V com razao
molar de 1:40 de HAuCIs para L-cis. (j) Voltamogramas ciclicos e (k) ECSA de eletrodos
AuDdrites/SPCE em 0,5 M de H,SOsa20 mV s L.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)

De acordo com as Figuras 3le-h, a sintese de estruturas dendriticas de Au com
diferentes comprimentos e densidades pode ser controlada variando a razdo molar entre HAuCl,4
e L-cis. Dendritos mais volumosos com areas de superficie maiores sdo observados aumentando
a proporcao molar de L-cis para ouro, de 1:5 para 1:40. O padrdo de XRD dos AuDdrites sobre
SPCE na Figura 31i mostra estruturas cristalinas com uma rede cubica de face centrada com
picos em 260 = 38,2° (111), 44,4° (200), 64,6° (220), 77,7° (311) (BOTT-NETO et al., 2014). Os
voltamogramas ciclicos para os eletrodos AuDdrites na Figura 31j exibem um perfil tipico de
ouro, mostrando um pico amplo de oxidacéo relacionado a formacao de 6xido entre 0,8 e 1,15 V

e um pico de reducdo em ~0,55 V atribuido a reducdo de 6xido de ouro a ouro metalico. Um
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aumento na intensidade do pico em ~1,1 V caracteristico do plano (111) (JEYABHARATHI et
al., 2016) foi notado, a medida que estruturas mais complexas de dendritos de ouro foram
formadas. Além disso, 0 aumento na area superficial eletroquimicamente ativa na Figura 31k
é consistente com a formacao de estruturas mais complexas com dimensées maiores. O eletrodo
com a maior area eletroativa foi preparado com 1:40 HAuCls para L-cis a —0,8 V. A
eletrodeposicéo de dendritos de Au sobre SPCE parece ocorrer por dessorcao seletiva da L-cis
nos planos (111) do Au. Conforme mostrado na Figura 31h, os angulos entre esses grupos de
ramos e tronco estdo proximos do angulo tedrico de 54,7° entre duas direcdes (111) sob a viséo
da projecéo de (110) (HAU et al., 2017). A ligacédo de tidis em Au(110) e Au(100) é mais forte
do que em Au(111) por causa das energias relativas de superficie dos planos cristalograficos
(110)>(100)>(111) em ouro metélico (ARIHARA et al., 2003). Portanto, tiois adsorvidos podem
ser dessorvidos por meio de reagdes eletrogquimicas em um potencial que depende do plano
cristalografico do Au. Como a energia do plano (111) do Au é menor, a L-cis em um
determinado potencial pode ser dessorvida seletivamente dos planos (111) do Au, enquanto
permanece adsorvida nos planos Au(110) e Au(100). Isso favorece o crescimento de planos

(111) com formacéo dos AuDdrites.

Figura 32. Imagem de SEM-FEG do eletrodo AuDdrites/SPCE preparado em 0,5 M de H2SO4
com razdo molar de 1:20 de HAuCI, para L-cis a —0,2 V durante 900 s.

31462, 2022. (Martins et al., 2022)

O processo da sonda redox [Fe(CN)s]*"* sobre AuDdrites/SPCE pode ser investigado
variando a taxa de varredura nas medi¢6es de voltametria ciclica. A Figura 33a mostra que as
correntes de pico anodica (Ipa) e catodica (Ipc) aumentaram com a taxa de varredura de 1 a

200 mV s1. A Figura 33b mostra uma relagdo linear entre correntes de pico anddicas e
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catodicas plotadas com a raiz quadrada da taxa de varredura, representada com as seguintes
equagbes de regressdo: lpa(mA)=056logv-242x10* (R> = 0,99 e lIpc
(mA) =-0,52 log v—2,29 x 1073 (R? = 0,99). Ambas as inclinacdes estdo proximas do valor

teorico de 0,5 esperado para um processo controlado por difuséo.

Figura 33. (a) Resposta de voltametria ciclica realizada em PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo
5,0 mM de [Fe(CN)s]*’* sobre AuDdrites/SPCE. (b) Grafico de corrente de pico anddica e

catddica versus raiz quadrada da taxa de varredura.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)

6.3 Caracterizagao e optimizacao do chip imunossensor

A Figura 34a exibe a imagem de um chip imunossensor impresso em tela. Uma vez que
0 desempenho da imunodeteccdo depende de um arranjo adequado e interagdo anticorpo-alvo
eficaz, investigamos a imobiliza¢do do anticorpo e a interagdo com o 25(OH)D3 com medidas

de EIS e PM-IRRAS. O grafico de Bode na Figura 34b mostra um aumento na impedancia em
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baixas frequéncias entre 0,1 e 100 Hz, regido governada pela dupla camada elétrica. A adsor¢éo
dos materiais imunossensores induz aumentos de impedancia na regido da dupla camada,
consistente com a arquitetura molecular pretendida. Os experimentos PM-IRRAS foram
registrados em substratos de ouro (Aus) devido a pequena area geomeétrica e alta refletancia
difusa dos AuDdrites/SPCEs. Os espectros na Figura 34c coletados antes e depois da
imunorreacdo Ab/L-cis/Aus mostram duas bandas em ~1665 e 1547 cm! atribuidas ao
alongamento de carbonila (C=0) de amidas primarias e secundarias, respectivamente
(BOUJDAY et al., 2008). A interacao entre o metabolito e o anticorpo parecem ocorrer por meio
das amidas primarias, cuja intensidade da banda diminui em maior extensdo do que para a amida
secundaria. As correntes na Figura 34d diminuiram com o tempo até 15 min, o que é
considerado suficiente para uma interacdo satisfatoria anticorpo-25(OH)D3. Este resultado €

relevante porque para dispositivos de autoteste é crucial alcancar um tempo de andlise curto.
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Figura 34. (a) Imagem do chip imunossensor impresso em tela. (b) Gréafico de Bode dos (i)
AuDdrites, (ii) L-cis/AuDdrites, (iii) Ab/L-cis/AuDdrites, (iv) BSA/Ab/L-cis/AuDdrites, e (V)
eletrodos 25(0OH)D3/BSA/Ab/L-cis/AuDdrites. (c) espectros PM-IRRAS de Aus, L-cis/Aus,
Ab/L-cis/Aus e 25(OH)D3/Ab/L-cis/Aus. (d) Otimizacao do tempo de incubacdo de 25(OH)D3
a 10 ng mL ! obtido por voltametria de onda quadrada. Os experimentos foram realizados em
solucéo de PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo 5 mM de [Fe(CN)s]® /4.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)
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6.4 Desempenho analitico do chip imunossensor flexivel e descartavel

A corrente nas curvas de SWV depende dos valores de amplitude e frequéncia
utilizados. A Figura 35 mostra a otimizacdo de amplitude e frequéncia realizadas com passo
de potencial fixo de 5 mV em solugdo de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de [Fe(CN)]*"* para
0 eletrodo AuDdrites/SPCE. A amplitude e a frequéncia foram escolhidas como 75 mV e 10 Hz,

respectivamente, devido aos maiores valores de corrente com largura de pico aceitavel.
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Figura 35. Curvas de SWV para AuDdrites/SPCE otimizados em solugdo de PBS (pH 7,4)
contendo 5,0 mM de [Fe(CN)] 37+ (passo de potencial =5 mV): (a) Efeito da amplitude a 2 Hz
e (b) da frequéncia com amplitude fixada em 75 mV.
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)

A resposta do imunossensor em condicdes ideais € mostrada na Figura 36. O sinal de
corrente da SWV diminui com o aumento da concentracdo de 25(OH)D3 de 0,1 para
900,0 ng mL* (Figura 36a). A corrente varia linearmente com a concentracéo de 25(0H)D3,
de acordo com a equacéo I[mA] = 0,39 — 4,15 x 107° Czsomyps [ng ML ] (R?=0,99, n =5), na
qual C é a concentracdo de 25(OH)D3 e | é a corrente (Figura 36b). O LOD foi estimado em
0,03ngmL™* (n = 5). Esse desempenho em termos de limite de deteccdo e faixa linear é

adequado para monitorar a vitamina D, pois a faixa de concentracdo esta dentro dos valores de
interesse clinico.
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Figura 36. (a) Respostas de voltametria de onda quadrada do imunossensor a um aumento nas
concentragdes de 25(0H)D3 de 0 a 900,0 ng mL . (b) Curva analitica de 0,1 a 900,0 ng mL%;

(n =5). Os experimentos foram realizados em solucdo de PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo
5,0 mM de [Fe(CN)e]>*".
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)

A Tabela 5 lista os parametros analiticos do sensor para monitoramento do metabdlito
25(0OH)D3, que sdo comparaveis aos sensores eletroquimicos bulk relatados na literatura. O
imunossensor tem a vantagem de ser flexivel, com fabricacao e operacdo simples. Além disso,
pode ser personalizado para ser inserido em um protetor bucal e atuar como um sensor vestivel,
atendendo assim as necessidades dos usuarios com faixas lineares especificas de acordo com
seu metabolismo. Com essa customizagdo, os impactos dos efeitos colaterais resultantes de
concentragdes baixas e altas da vitamina D podem ser evitados.
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Tabela 5. Camadas de deteccdo na literatura para deteccdo de 25-hidroxivitamina D3.

Camada de detecgdo Portatil Tempo de Amostra Faixa de detecgéo LOD Ref.
analise (ng mL?) (ng mL?)
(minuto)

GCN/B-CD/AUNPs/GCE Néo 60 Soro 0,1-500 0,01 (ANUSHA et
al., 2022)

Eletrodo de ouro Né&o 135 Soro 0,04-400 0,01 (YIN et al,
2022)

Eletrodo de ouro Né&o 15 Soro 1-1000 0,08 (YIN et al,
2021a)

CAEF/RCP Néo 5 Soro 10-100 10,0 (CHAUHAN;
SOLANKI,
2019)

SPAUE Sim (rigido) 60 Tampéo 20-200 10,0 (CARLUCCI
etal., 2013)

AUNPs/MoS,/FTO Néo 25 Soro 1-100 0,00038 (KAUR et al.,
2021)

p-PD-Res/SPCE Sim (rigido) 15 Plasma 4-801 0,4 (KIA;
BAHAR,;
BOHLOOLI,
2019)

Au-Pt/APTES/FTO Néo 12 Soro 0,0001-1000000 0,00049 (KAUR et al.,
2020)

MoS,/rGO/GCE Nao 30 Saliva 0,1-150 0,02 (PARK et al.,
2022)

Ouro-pulverizado/Vidro Sim (rigido) 25 Saliva 50-200 25 (RUIZ-
VALDEPEN
AS
MONTIEL et
al., 2021)

AuDdrites/SPCE Sim (flexivel) 15 Soro e Saliva 0,1-900 0,03 Este trabalho

Nota GCN: nitreto de carbono; B-CD: B-ciclodextrina; Au: ouro; GCE: eletrodo de carbono vitreo; Au-uE: eletrodo comercial de ouro

pulverizado sobre vidro; GQDs: pontos quanticos de grafeno; CAEF: fibras de acetato de celulose eletrofiadas; RCP: papel
condutor; SPAUE: eletrodos de ouro serigrafados; MoS,: sulfureto de molibdénio; FTO: eletrodo de vidro modificado com 6xido
de estanho e flGor; p-PD: p-fenilenodiamina; Res: resorcinol; Au-Pt: nanoparticulas de ouro-platina; APTES: (3-

Aminopropil)trietoxissilano; rGO: 6xido de grafeno reduzido.

Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455-31462,
2022. (Martins et al., 2022)

6.5 Reprodutibilidade e estabilidade

A reprodutibilidade e estabilidade do imunossensor foram testadas com medidas para
detectar 10 ng mL~* de 25(OH)D3. Os resultados da Figura 37 confirmam a reprodutibilidade
com um RSD de 3,7% nas correntes medidas com 5 dispositivos diferentes. Os valores de
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corrente relativa tiveram um desvio padréo de 0,7% para os testes de estabilidade com 0 mesmo
sensor.

Figura 37. Reprodutibilidade e estabilidade do imunossensor na presenca de 10 ng mL* de
25(0OH)D3. As medidas foram realizadas por voltametria de onda quadrada em solucédo de
0,01 M de PBS (pH 7,4) contendo 5 mM de [Fe(CN)s]* '+
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455~

31462, 2022. (Martins et al., 2022)

6.6 Estudo de especificidade e monitoramento de 25(OH)D3 em amostras de saliva
artificial e soro humano

A especificidade do imunossensor foi testada pela detecgdo de 25(OH)D3 na presenca
dos possiveis interferentes BSA, acido arico, glicose, vitamina B2, vitamina B1, vitamina C e
vitamina D2 a 10 ng mL%, além de suas misturas. A Figura 38a mostra que a resposta de
corrente desses interferentes é comparavel ao valor encontrado para a amostra do branco. A
mistura incluindo 25(OH)D3, BSA, &cido Urico, glicose, vitamina B2, vitamina B1, vitamina C
e vitamina D2 exibiu valores de corrente comparaveis ao 25(OH)D3 puro. A recuperagdo para
as concentracdes de 25(OH)D3 calculadas a partir da curva analitica variou entre 98% e 100%,
com RSD inferior a 4,2% para amostras diluidas de saliva artificial na Figura 38b. Valores de
recuperacdo entre 97% e 99% foram obtidos para amostras diluidas de soro humano na
Figura 38c, com um RSD relativo inferior a 5,6%. Esses resultados satisfatorios confirmam a
potencial aplicacdo no diagnostico clinico.
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Figura 38. (a) Seletividade do imunossensor na presenca de 10,0 ng mL™* de 25(0OH)D3 e
10,0 ng mL* dos interferentes (BSA, éacido Urico, glicose, vitamina B2, vitamina B1, vitamina
C e vitamina D2). A mistura contém todas as substancias mencionadas. VValores de recuperacao
de 25(0OH)D3 para imunossensores incubados com 10,0, 300,0 e 700,0 ng mL™* de 25(0OH)D3
em (b) saliva artificial diluida e (c) amostras de soro humano. (n = 5). Os experimentos foram
realizados por voltametria de onda quadrada em 0,01 M de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de
[Fe(CN)s]* '+
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Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455—
31462, 2022. (Martins et al., 2022)

6.7 Conclusdes parciais

O imunossensor flexivel e totalmente impresso provou ser adequado para nutri¢do de
precisdo com deteccao rapida, sensivel e seletiva do metabdlito 25(OH)D3. O uso da serigrafia
pode permitir a producdo em massa de imunossensores em diversos substratos, como luvas e
protetores bucais, especialmente para aplicacdo dentro do paradigma vestivel. O imunossensor
foi capaz de detectar 25(OH)D3 em amostras de soro humano e saliva artificial em uma ampla
faixa de concentracgéo, de 0,1 a 900,0 ng mL™, com limite de detecgdo de 0,03 ng mL™%. O
imunossensor também apresentou excelente reprodutibilidade e estabilidade, com RSD de 3,7
e 0,7%, respectivamente. O alto desempenho alcan¢ado com o sensor foi possivel devido a uma
otimizacdo cuidadosa da camada eletroativa formada por nanoestruturas de dendritos de ouro
em forma de arvore e dos pardmetros de deteccdo, o que deve ter permitido a sonda redox
acessar um nimero maior de sitios ativos. Além disso, acreditamos que investigar outras sondas
redox inorganicas e organicas pode levar a sensores com desempenho ainda melhor. Este € um
desenvolvimento oportuno com a tendéncia de tecnologias vestiveis para nutricdo de preciséo,

visando intervencgOes personalizadas.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE IV

Um sistema portatil para deteccdo fotoeletroquimica de lactato sobre nanoparticulas de TiO>

e filme polimérico de [Ni(salen)]

Nesta parte, € apresentado um sistema fotoeletroquimico portatil desenvolvido com eletrodos de carbono
serigrafados e um diodo emissor de luz de 3 W. O sistema com estrutura impressa em 3D foi aplicado
na deteccdo do lactato sobre nanoparticulas de TiO, modificadas com filme de polimero [Ni(salen)]. O
revestimento do eletrodo com o polimero aumentou a sensibilidade do sensor fotoeletroquimico,
resultando em uma faixa linear de 0,1 a 20,0 mM com limite de deteccdo de 88,0 uM. Também

demonstramos por medidas de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier in situ que

o dioxido de carbono é o principal produto da fotoeletrooxidagéo do lactato.

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)
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7.1 Caracterizagao do sensor PEC

O Esquema 4a ilustra a construcdo do sensor fotoeletroquimico TiO@poli[Ni(salen)]
a partir de nanoparticulas de TiO2 comerciais e do monémero [Ni(salen)]. As nanoparticulas de
TiO2 tém uma forma quase esférica, conforme mostrado no Esquema 4b, com um tamanho
médio de 101+25 nm (como mostra 0 Esquema 4c). Os picos no padrdo de XRD de TiO>

comercial na Figura 39a correspondem a fase anatase (PDF#75-1537).

Esquema 4. (a) llustracdo esquemaética da fabricacdo de um sensor PEC: (aj) SPCE, (ai)
superficie do SPCE com nanoparticulas de TiO2, (aii) superficie do SPCE com TiO: e
poli[Ni(salen)].

a) b) 03 C)
Z§ 0.2 101 +25nm
- aii) 201
TiO, sobre SPCE =28 : ﬂﬁﬁ
0,0 ——— ‘
40 80 120 160

Tamanho de particula (nm)

.;ju'l e

Eletropolimerizagdo -
Qi
[Ni(salen)] i)

TiO,@poli[Ni(salen)]
Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

As propriedades fisico-quimicas do monémero [Ni(salen)] e poli[Ni(salen)] preparado
com o meétodo usado aqui estdo melhor discutidas anteriormente (BOTT-NETO et al., 2019b;
MARTINS et al., 2018). Um complexo de niquel salen foi obtido de acordo com a analise do
padréo de XRD e espectros de UV-Vis na Figura 39b.
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Figura 39. (a) Difratograma de XRD e ficha do padrdo PDF# 5-1537 de TiO> e (b) difratograma
de XRD e espectro de UV-vis do monémero [Ni(salen)].
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

Na etapa de eletropolimerizagdo, o monémero [Ni(salen)] € eletro-oxidado para
produzir um filme oligomérico/polimérico sobre o SPCE, referido aqui como
TiO@poli[Ni(salen)] (NUNES et al., 2017).

Figura 40. Imagem de SEM (esquerda) e mapeamento EDS (direita) do eletrodo
TiO2@poli[Ni(salen)].

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)
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A imagem de SEM e o0 mapeamento EDS do sensor TiO.@poli[Ni(salen)] na Figura 40
indicam nanoparticulas de TiO2 bem distribuidas sobre a superficie do SPCE, em adic¢éo ao
recobrimento homogéneo do filme de poli[Ni(salen)]. A estrutura quimica do poli[Ni(salen)] é

mostrada no Esquema 5.

Esquema 5. Polimerizag&o eletroquimica do [Ni(salen)]: (a) polimerizagdo via empilhamento e

(b) polimerizacdo em cadeia.

—

_N\ )N’ _N\ 'N_
Ni Ni
DR %§O/ loo O@

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

As respostas da PEC para os eletrodos poli[Ni(salen)], TiO2, TiO.@poli[Ni(salen)] e
TiO2@poli[Ni(salen)] com 10,0 mM de lactato adicionado a solucdo de PBS (pH 7) sob
iluminagdo UV-LED 365nm a 0V (vs. OCP) sdo mostradas na Figura 41. Uma baixa
fotocorrente foi medida com o SPCE modificado apenas com o filme de poli[Ni(salen)] (curva
a). A resposta aumentou consideravelmente para os eletrodos com TiO2 (curva b) e
TiO>@poli[Ni(salen)] (curva c), com a corrente atingindo rapidamente um valor estavel
quando o LED foi ligado, seguido por uma rapida diminui¢do quando o LED foi desligado. Este
comportamento indica que os buracos e elétrons na superficie sdo separados sob irradia¢do de
luz ultravioleta. A eletropolimerizacdo do mondmero [Ni(salen)] no eletrodo contendo TiO>
causou um aumento de 2,4 vezes na fotocorrente em relagdo ao eletrodo contendo apenas TiO».
Isso é atribuido a uma transferéncia de elétrons mais rapida entre as espécies de TiO2 e Ni na

matriz polimérica e a uma maior intensidade de luz devido a reflexos mdltiplos na estrutura do

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo



compdsito. Na presenca de 10,0 mM de lactato, é observado um aumento de cerca de 23% na

corrente para o eletrodo TiO>@poli[Ni(salen)] (curva d).

Figura 41. Respostas de fotocorrente em solucdo de 0,1 M de PBS (pH 7) sob iluminacdo de
ciclos ON/OFF para: (a) poli[Ni(salen)], (b) TiO2, (c) TiO.@poli[Ni(salen)] e (d)
TiO2@poli[Ni(salen)] com 10,0 mM de lactato adicionado ao PBS. O potencial de polarizagéo
foi de 0 V (vs. OCP).
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)
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7.2 FTIR in situ

A oxidacdo fotoeletroquimica do lactato foi investigada por FTIR in situ em uma
solugdo de PBS preparada com agua (H20) ou agua deuterada (D-20), uma vez que a Gltima
n&o absorve fortemente a 1600 cm™, como mostrado na Figura 42.
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Figura 42. Espectros ATR-FTIR de &gua (H20) e 4gua deuterada (D20).

——H,0
120 - 2
~ D,0

100 \ /\

80 -
60 - L

40 -

Transmitancia (%)

20 -

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)
Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

Os espectros nas Figuras 43a e 43b, registrados no escuro por 20 min, ndo apresentam
bandas, indicando que ndo h& processos faradaicos na auséncia de luz, consistentes com 0s
valores de corrente até entdo observados. Quando os espectros sao registrados sob iluminacéo,
uma banda positiva em 2340 cm™! atribuida ao dioxido de carbono (CO.) aparece, como
mostrado na Figura 43a (FERNANDEZ et al., 2015). Além disso, 0s espectros registrados em
solugdo de PBS em D20 sob iluminagéo exibem uma banda negativa em 1600 cm™?, atribuida
ao alongamento C=0 dos carboxilatos. Para determinar quais espécies (&cido lactico e/ou
lactato) oxida na presenca de luz, foram obtidos os espectros ATR-FTIR de &cido lactico em
diferentes meios (Figura 43c-e). Bandas tipicas de grupos carboxilicos (1720cm™) e
carboxilato (1600 cm™) sdo vistas em meio acido (Figura 43c) e basico (Figura 43d),
respectivamente (BOTT-NETO et al., 2019a; SIMOES; BARANTON; COUTANCEAU, 2010). O
experimento em solucdo de PBS mostra ambas as bandas devido a presenca de espécies
protonadas e desprotonadas (Figura 43e). A correspondéncia entre a banda do lactato e a banda
negativa na Figura 43b indica que o 4cido latico sofre desprotonacdo, resultando em seu anion
correspondente (lactato), que € a espécie fotoeletroquimicamente oxidada a CO», conforme a
seguinte reag&o:

lactato —» CO, + 11H* + 12e~ Equacéo 4
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Figura 43. Espectros de FTIR in situ no escuro (OFF) e sob iluminagdo (ON) durante a
fotoeletrooxidacdo de 0,1 M de lactato sobre TiO.@poli[Ni(salen)] em solucdo de PBS
preparada com (a) H2O e (b) D2O. Espectro ATR-FTIR do acido lactico em solugdes de (c)
0,1 M de H2SOg4, (d) 0,1 M de NaOH, e e) PBS.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

7.3 Efeito do pH e potencial aplicado

A resposta de fotocorrente de TiO@poli[Ni(salen)] sob irradiagéo € estavel ao longo
dos ciclos ON e OFF para cada valor de pH investigado. A Figura 44a mostra que a
fotocorrente aumenta de pH 5,0 para 7,0 €, em seguida, diminui a medida que o pH é aumentado
para pH 9,0. Como mostrado por FTIR in situ, o lactato é a espécie eletroativa e, portanto, 0s
valores de fotocorrente mais baixos em um meio mais acido podem estar associados ao aumento
da protonacdo do lactato. A resposta de fotocorrente para o lactato em solucdo de PBS apH 7,0
aumenta quando o potencial aplicado muda de 0 para 0,5V, como mostrado na Figura 44b.
Este aumento pode estar associado ao aumento do potencial de polarizacdo anddica que leva a
mais elétrons fotogerados no contraeletrodo e suprime a recombinagdo de pares de elétron-
buraco de forma mais eficiente (LIU et al., 2015). Além disso, hd um aumento consideravel na
corrente faradaica em 0,4 e 0,5V (vs. OCP) devido a eletrooxidacdo do lactato. Os
experimentos subsequentes foram realizados em pH 7,0 (corrente maxima) e com o eletrodo

polarizado em 0 V (vs. OCP) para suprimir os sinais de interferéncias indesejadas.
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Figura 44. (a) Respostas PEC do TiO@poli[Ni(salen)] sob iluminacdo a diferentes pH
(0 V vs. OCP). (b) Correntes no escuro (OFF) e sob iluminacdo (ON) em diferentes potenciais
de polarizacdo (0 a 0,5V vs. OCP). Todas as medidas foram realizadas em solucdes de PBS

contendo 10,0 mM de lactato.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021.(BOTT-NETO et al., 2021)

7.4 Detecgdo PEC de lactato

As Figuras 45a e 45b mostram que a resposta de fotocorrente aumenta com a
concentracdo de lactato de 0,1 mM a 30,0 mM. O aumento € linear até 20,0 mM, descrito por
Corrente (A) = 4,095 x 108 x C (mM) + 8,45 x 1078 (r = 0,994, n=3). O LOD foi estimado
em 88 UM usando LOD = 3Sp/b, na qual Sp € o desvio padrdo do branco (n=10) e b é a
inclinacdo da curva analitica, conforme recomendado pela IUPAC (MOCAK et al., 1997).
Estudos de reprodutibilidade e repetibilidade foram implementados registrando respostas PEC
para 10,0 mM de lactato em solucdo a 0,1 M de PBS a pH 7,0, cujos resultados séo ilustrados
na Figura 45c. Para reprodutibilidade, cinco novos eletrodos (medicdes intra-eletrodo) foram
usados, enquanto para repetibilidade, a fotocorrente de 5 ciclos continuos de irradiacéo
ON/OFF foi registrada. O sensor exibiu um excelente RSD de 3,63 e 0,11% para
reprodutibilidade e repetibilidade, respectivamente. Como a seletividade ¢ um grande problema
no sensoriamento fotoeletroquimico, o sensor foi testado a 10,0 mM de lactato com varias
possiveis interferéncias, que ndo afetaram o desempenho do sensoriamento, conforme
demonstrado na Figura 45d.
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Figura 45. (a) Resposta PEC para TiO>@poli[Ni(salen)] em 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 8,0, 10,0,
15,0, 20,0, 25,0 e 30,0 mM de lactato (a-1); b) curva analitica para TiO.@poli[Ni(salen)] em
solucdo de PBS a pH 7,0 sob iluminacdo de ciclos ON/OFF; (c) estudo de repetibilidade e
reprodutibilidade em 10,0 mM de lactato; (d) testes de interferentes: NaCl (1), KCI (2), acido
ascorbico (3), &cido drico (4), glicose (5), vitamina D3 (6) vitamina B1 (7), vitamina B2 (8) em
10 mM de lactato. Todos os experimentos foram realizados em um potencial de polarizacéo de
0V (vs. OCP) sob 3 W de excitagdo de luz LED.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. Sensors and Actuators B: Chemical, v. 345, p. 130390,
2021. (BOTT-NETO et al., 2021)

7.5 Conclusdes parciais

Foi desenvolvida uma plataforma miniaturizada para realizar experimentos
fotoeletroquimicos em eletrodos impressos para um diagnostico rapido. O dispositivo foi
aplicado para a detecgdo de lactato em TiO2 modificado com filme de poli[Ni(salen)] e
apresentou excelente reprodutibilidade e estabilidade. A combinagdo de TiO2 com filme

polimérico fornece um sistema capaz de fotodetectar lactato usando um LED de baixa poténcia
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(3 W). Também foi mostrado que a fotoeletrooxidacao do lactato em poli[Ni(salen)] tem o CO>
como seu principal produto. Isso difere significativamente do mecanismo comumente
defendido para (bio)sensores eletroquimicos, na qual a conversdo de lactato em piruvato €
assumida. Além disso, acredita-se que uma maior miniaturizacdo € possivel, uma vez que 0s
componentes usados na construcdo do dispositivo ndo sdo uma barreira. Espera-se que esta
plataforma fornega oportunidades para o desenvolvimento de dispositivos fotoeletroquimicos

para diagnosticos dentro do paradigma POC.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE V

Fotocatélise do TiO- sensibilizado com nitreto de carbono grafitico e aril diazénio
eletrodepositado em eletrodos serigrafados para deteccéo do antigeno especifico da préstata

sob luz visivel

Aqui, é relatado um dispositivo fotoeletroquimico para detectar, no local, 0 antigeno prostatico
especifico (PSA) sob irradiacdo de luz LED visivel. O dispositivo consiste em um sistema
fotoeletroquimico miniaturizado impresso em 3D e um imunossensor PEC descartavel feito com SPCEs.
Os SPCEs foram revestidos com atomos Unicos de niquel ancorados em nitreto de carbono grafitico (Ni-
gCsN.), nanoparticulas de didxido de titanio (TiO:) e sal de aril diazénio preparado a partir do &cido p-
aminobenzdico. O aril diazonio eletrodepositado sobre Ni-gCsN4/TiO, diminuiu a recombinagdo de
portadores de carga fotogerados, levando a um aumento de 3,1 vezes na fotocorrente em relagéo ao TiO»
puro. Essa estratégia de funcionalizacdo fornece grupos carboxilicos para ancorar anticorpos por meio
da reacdo da carbodiimida, que pode ser estendida a qualquer outro tipo de imunossensor. Sob condi¢bes
ideais, o imunossensor PEC foi capaz de detectar PSA de 102 a 108 g mL* com um limite de deteccéo
de 0,06 fg mL .

S Y .
s . \

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-

22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)
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8.1 Estrutura e morfologia

O composito Ni-gCsN4 foi preparado pela policondensagédo térmica da melamina na
presenca de NaCl, seguida da troca catiénica de sédio por niquel (Figura 46a). Uma anélise
com espectroscopia de absor¢do atbmica indicou a presenga de 10,7% (RSD = 0,69%) de Ni no
gCsNa. Os padrdes de XRD do gCsN4 e Ni-gC3N4 sdo mostrados na Figura 46b. O pico de
difragao em ~20 = 14,2° corresponde a periodicidade das unidades de heptazina (SAVATEEV
et al., 2017; SUN et al., 2017). O outro pico largo em ~20 = 26,7° ¢ caracteristico do plano de
reflexdo (002) do grafite em camadas. Apds a incorporacdo de 4&tomos Unicos de Ni no gCzNa,
os picos de difracdo em 20 = 26,6° ¢ 20 = 28,8° sdo quase completamente suprimidos por um
pico intenso em 20 = 28,2°, indicando mudangas significativas no espagamento interplanar
(SAVATEEV et al., 2017). A auséncia de padrdes de difracdo caracteristicos de materiais a base
de niquel (como NiO e Ni(OH)2) confirma a formacdo de uma Unica estrutura de &tomo de Ni.
O padréo de XDR do TiO2 comercial na Figura 46b pode ser indexado principalmente a fase
anatase, cujo tamanho médio de cristalito (calculado usando a equacéo de Scherrer) é de 20 nm

(20 = 25,4°). Sinais fracos devido a fase rutilo também foram observados.
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Figura 46. (a) llustracdo esquematica da preparacdo do Ni-gCsNa4 e as principais unidades e
grupos funcionais que formam nitretos de carbono poliméricos a base de heptazina. (b) Padrdes
de XRD do TiO2, gC3Ns e Ni-gCzNa. (c) espectros de FTIR de (i)TiO2, (ii) gCsNa, (iii) Ni-
gCsNa e (iv) Niw-gC3N4/TiO2.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

A Figura 46¢ mostra os espectros de FTIR do TiO2, gCsNs, Ni-gC3Ns e Nigo-
gCsN4/TiO2. O TiO; apresenta uma banda larga em torno de 710 cm ™ atribuida ao alongamento
Ti-O-Ti, enquanto as bandas em 3400 e 1360 cm™ s&o devidas a espécies de OH adsorvidas (LI
et al., 2018b). Para 0 gCsN4 véarias bandas fortes sio observadas entre 1650 e 1200 cm?,
correspondendo ao estiramento heterociclico tipico de v(C-NH-C) e v(C=N) (TIAN et al., 2017).
A banda em 803 cm ™! é caracteristica do modo de respiracdo do anel da triazina (KRIVTSOV et
al., 2020). Ap0s a incorporacao do niquel, um pequeno deslocamento foi observado nas bandas
de 1580, 1398 e 1319 cm* a 1585, 1412 e 1323 cm?, respectivamente. Esses deslocamentos
indicam que a coordenacdo do niquel ocorre nas unidades de heptazina (Figura 47). O
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fotocatalisador Ni1o-gC3sN4/TiO- (curva iv) apresenta as principais caracteristicas do Ni-gCsNa
e do TiO2. Além disso, o deslocamento de 710 para 625 cm™ sugere a formagdo de uma
heterojuncao entre Ni-gCsNa e TiOs.

Figura 47. Espectro de FTIR do gCaN4 e Ni-gC3Na.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

A composic¢do quimica e o estado de oxidacdo dos compdsitos foram investigados por
espectroscopia de fotoelétrons de raios X. Os espectros de XPS de varredura ampla na
Figura 48 confirmam a troca catiénica de sddio por niquel. Além disso, gC3Na, Ni-gC3Na4 e
Ni10-gC3N4/TiO2 também exibem picos caracteristicos de C 1s, N 1s, Ti 2p e O 1s. Os sinais de

O 1s e C 1s em todas as amostras sdo devidos a contaminacdo carbonacea adventicia.
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Figura 48. Espectros de XPS de varredura ampla do (a) gCsNa, (b) Ni-gCsNa, (c) TiO2 e (d)
Ni10-gC3N4/TiOz.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

Para 0 gCsN4 na Figura 49a, o sinal C 1s consiste em trés contribui¢fes em 284,5, 286,6
e 287,7 eV que correspondem a grupos C-C/C=C, C-O (ambos de contaminacdo adventicia
externa ou produtos de degradacao parcial) e N-C=N no anel heterociclico, respectivamente
(CHEN et al., 2017; GAO et al., 2016). Como mostrado na Figura 49b, o espectro do C 1s do Ni-
gCsNg exibiu um perfil semelhante ao do gCsN4. No entanto, houve uma mudanca na energia
de ligacdo devido a interacdo entre as espécies de gCsNas e Ni. As Figuras 49c-d mostram 0s
espectros de gCsNs e Ni-gC3Ns na regido de energia do N 1s. Ambos 0s espectros sdo
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consistentes com uma estrutura baseada em heptazina com contribuigdes de ligagdes N-C=N
(398,3 eV, N piridinico) e (C)3-N (399,2 eV, N grafitico) no anel heterociclico. Contribuictes
também sdo observadas em 397, 400,6 e 403,5 eV atribuidas a 4&tomos de nitrogénio
desprotonados, ligagdes -NH/NH. (devido & condensacdo parcial ou polimerizagcdo
incompleta), e excitagdo do elétron m nos grupos ciano, respectivamente (CHEN et al., 2017;
DAS et al., 2022). Ha também uma mudanca na energia de ligacdo do Ni-gC3N4 em comparacéo
com gCsNa. As Figuras 49-f exibem os espectros XPS do Ti 2p para TiO2 € Ni1o-gCsN4/TiOs.
O TiO2 exibe dois picos em 458,5 e 464,3 eV caracteristicos de Ti**, enquanto Niio-gCsN4/TiO
exibe dois picos adicionais em 456,9 e 462,7 eV atribuidos a Ti**, o que provavelmente é devido
a reducdo de Ti* durante a formacao da heterojuncao. Isso pode ser benéfico do ponto de vista
fotocatalitico, uma vez que quantidades especificas de Ti** podem suprimir a recombinagio de
portadores de carga (LU; ZHANG; WAN, 2015; REN; LI; YU, 2014).

Figura 49. Espectros de XPS de alta resolucdo desconvoluidos do (a-b) C 1s para (a) gCsN4 e
(b) Ni-gCsNa, (c-d) N 1s para (c) gCsNs e (d) Ni-gC3N4, Ti 2p para (e) TiO2 e (f) Nigo-
gC3N4/TiOo.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

A morfologia do Ni-gCsN4 e Ni1o-gCsN4/TiO> é avaliada com as imagens de TEM na
Figura 50. O Ni-gCsN4 é formado por algumas camadas que se sobrepdem para gerar a parte

mais escura da imagem na Figura 50a. O mapeamento elementar confirma a distribuigdo
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uniforme do atomo de niquel (Figura 50b-c). As Figuras 50d-f mostram as imagens e 0
mapeamento elementar do composito Niz-gCsN4/TiO2, na qual o mapeamento para Ni e Ti €

uma evidéncia clara de que Ni-gCsN4 esta bem distribuido junto ao TiOx.

Figura 50. Imagens de TEM do (a-c) Ni-gCsN4 e (d-f) Ni-gCsN4/TiO2. Imagens de
mapeamento do Ni-gCzNs para (b) Ni ou (c) N e Ni1p-gCsN4/TiO2 para (e) Ti (d) ou Ni (f)

também sdo mostradas.

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

8.2 Propriedades fotoeletroquimicas

A Figura 51a mostra o grafico de Kubelka-Munk obtido a partir de espectros UV-vis
no modo de refletancia difusa. A borda de absorcdo do compdsito Ni1o-gCsNa/TiO2 exibiu um
desvio para o0 vermelho em comparacdo com o TiO, comercial, indicando que a heterojuncgéo
de Ni-gCsN4 e TiO, aumenta significativamente a absor¢do de luz visivel. Além disso, a
incorporagéo de niquel na estrutura do gCsN4 nédo altera muito a borda de absorgdo. O mesmo
é observado ao comparar gCsN4/TiO2 e Ni1-gCsN4/TiO2 (ndo mostrado aqui). As energias de
band gap para transicdo indireta foram calculadas a partir do grafico de Tauc da funcéo
Kubelka-Munk usando [F (r)hv]*/? = k(hv — E;),(MAKULA; PACIA; MACYK, 2018) na qual

F(r) é a funcdo de Kubelka-Munk, h é a constante de Plank, k é uma constante relacionada ao
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material, e hv € a energia do féton. Como mostrado na Figura 51b, os valores de band gap

para TiO2, gCsNa, e Ni-gC3N4 foram estimados como 3.23, 2.75, e 2.76 eV, respectivamente.

Figura 51. (a) Grafico de Kubelka-Munk (F(r)). (b) Grafico de Tauc do (F(r)hv)*? versus

energia do foton para diferentes amostras como indicado na figura.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

A resposta PEC dos materiais foi avaliada medindo-se as curvas de fotocorrente
transiente em solucéo de PBS 0,1 M com 0,1 M de AA sob irradiacdo de luz LED visivel (410
nm). As fotocorrentes na Figura 52a para os comp6sitos gCsN4/TiO2 e Ni1o-gC3N4/TiO2 sdo
1,3 e 1,6 vezes o valor do TiO2. O eletrodo Amb/Niw-gCsN4/TiO2 é 3,1 vezes mais
fotoeletroativo, indicando que a funcionalizacdo da superficie com aril diazénio pode gerar
mais fotoelétrons e diminuir a recombinacdo de portadores de carga. Os gréficos de Nyquist na
Figura 52b foram usados para determinar a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) ajustando
os dados ao modelo de circuito de Randles. O Rct ¢ 7,85 kQ, 10,12 kQ e 7,83 kQ para TiOz,
gC3N4/TO2 e Ni-gCsN4/TiO2, respectivamente. O aumento da fotocorrente para Niio-
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gC3N4/TiO2 em comparagdo com gCsN4/TiO, também deve estar associado a diminuicéo de
Rct, embora os band gaps para gCsNa (2,75 eV) e Ni-gCzN4 (2,76 eV) sejam muito proximos.

Figura 52. (a) Curvas transientes de fotocorrente para (i) TiO2, (ii) gC3sN4/TiO2, (iii) Niso-
gC3N4/TiO2 e (iv) Amb/Ni1o-gCsN4/TiO2 recordadas em solucéo de PBS (pH 7,4) com 0,1 M de
AA a 0V (vs. OCP). (b) Espectros de EIS (linhas continuas correspondem ao fit usando o
circuito de Randles). (c) voltamogramas ciclicos a 50 mV s™* para os eletrodos de TiOg,
gC3N4/TiO2, Ni1o-gCsN4/TiO2 obtidos em 0,1 M de KCI com 5,0 mM de [Fe(CN)s]* />~ (d)
Grafico de Mott-Schottky.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

Além disso, a Rct para gC3Nas e Ni-gCsN4 sdo 10,10 kQ e 8,47 kQ, indicando também
um aumento na condutividade de gCsNs ap0s a inser¢cdo de niquel (Figura 53). Os
voltamogramas ciclicos registrados em 0,1 M de KCI contendo 5,0 mM de [Fe(CN)s]* > na
Figura 52c mostram correntes ligeiramente mais altas para Niip-gCsN4/TiO2 do que para 0s
eletrodos TiO2 ou gC3sN4/TiO2, que sugere que 0 eletrodo Nii-gCaN4/TiO2 tem uma area de
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superficie maior. Esta caracteristica deve ser favoravel para o desempenho do imunossensor
PEC.

Figura 53. (a) Espectros de EIS e (b) voltamogramas ciclicos a 50 mV s* do gCsN4 e Ni-gC3Na.
Ambas as medidas foram registradas em 0,1 M de KCI contendo 5,0 mM de [Fe(CN)e]* /*~.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

8.3 Possivel mecanismo

O potencial de banda plana (Erz) do TiO2 e Ni-gCsN4 foi determinado a partir do
gréfico de Mott-Schottky (GELDERMAN; LEE; DONNE, 2007), na qual foi observado uma
inclinacdo positiva (linha vermelha na Figure 52d), tipica de semicondutores do tipo n. O
potencial da banda de conducdo (E.g) é proximo (0,1 — 0,2 VV mais negativo) a Erg (LI et al.,
2015) para semicondutores do tipo n. Assumindo que E.g € 0,2 V mais negativa do que Epg, 0
Ecg e Eyg podem ser calculados tomando como referéncia o eletrodo normal de hidrogénio
(NHE) a pH 7,0 a partir das seguintes equacgdes (ZHANG et al., 2017):

Ecpvuepn7) = Erpag/agcipre9) + EO(Ag/AgCl satxcr) — 0,059(7 — 6,9) — 0,2
Equacdo 5
Eyp = Egc + E; Equacédo 6

na qual EO(Ag/AgCl satxc) € 0,199 V. Os valores de Ers para Ni-gCsN4 e TiO2 a partir da
intersec¢do com o eixo x sdo —1,14 e —0,50 V (vs. Ag/AgClI sat. KCI). Assim, E¢5 (e ‘Eyg’)
para Ni-gCzNs e TiO2 sdo aproximadamente —1,15 (‘1,61 V’) e —0,51 V (‘2,72 V’) versus NHE

a pH 7, respectivamente. Em adi¢éo, o orbital HOMO do acido p-aminobenzdico ndo ligado
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estd 1,3 eV acima do topo da banda de valéncia do TiO2, com um gap HOMO-LUMO de 3,4 eV
(THOMAS et al., 2014). Conforme indicado no Esquema 6, a posi¢éo da banda de conducgéo do
Ni-gC3N4 € mais negativa do que para TiO2, permitindo assim a transferéncia de elétrons da
banda de conducdo do Ni-gCsN4 para a banda de conducédo do TiO- sob irradia¢do de luz LED
visivel. Alem disso, os elétrons sdo fotoexcitados diretamente do orbital HOMO do &cido p-
aminobenzobico para a banda de conducdo do TiO», resultando em uma forte resposta de
fotocorrente. O Amb pode ser regenerado por transferéncia de volta do elétron fotoexcitado ou
mesmo pela reacdo com o &cido ascorbico doador de elétrons. Buracos fotogerados em TiOo,
Ni-gCsN4 podem ser aprisionados pelo &cido ascorbico, diminuindo a recombinacéo de pares
buraco-elétron fotoinduzidos. De acordo com as anélises acima, um possivel mecanismo para

as alteracdes da fotocorrente do imunossensor pode ser descrito pelas seguintes equacdes:

Amb/Ni-gCsN4/TiO2 + hv — e~ + h* Equacdo 7
O2+e — 02 Equacdo 8
H.O + h* — -OH Equacéo 9
‘027 /-OH/h* + AA — AAY Equacédo 10

Esquema 6. Mecanismo de fotodetecgédo de PSA sobre o fotocatalisador Amb/Ni1o-gCaN4/TiO>
sob irradiacdo de luz LED visivel.
V (NHE, pH 7)

3W LED
LUMO
-2,04 201 (410 nm)
1-124 e e €
-1,0- CB
_|-060 ey
0 - 2,76 eV
=1 Ni-gC;N,
1,0- 1,33 VB HOMO
7 1,52 h*h*h*
2,0
- 2,63 \ VB
3.0+ h*h*h*
AA+ AA

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

Instituto de Quimica de Sao Carlos Universidade de Sdo Paulo




111

8.4 Otimizacéo da plataforma de deteccéo

A imobilizacdo de (bio)moléculas (anticorpos, bloqueadores, etc.) é conhecida por
afetar negativamente a resposta PEC. Portanto, varios parametros foram otimizados para
melhorar a sensibilidade, incluindo a concentracdo de TiO», a razdo de massa de Ni-gCsN4 e
TiO2 e a concentragdo de AA. A Figura 54a mostra os resultados dos SPCEs modificados
apenas com NPs de TiO> registrados em solucéo de PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de AA. A
intensidade da fotocorrente aumentou 47% quando o eletrodo foi modificado com 6,0 pL de
solugdo contendo 2,0 mg mL™* de TiO2 em comparagdo com uma solugdo contendo apenas
1,0 mg mL . Em contraste, a fotocorrente diminuiu & medida que a concentragéo aumentou de

2,0 para 4,0 mg mL 2.
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Figura 54. Resposta PEC na presenga de 0,1 M de AA para (a) TiO> (a diferentes concentracgdes)
e (b) eletrodos com Nix-gCaNa4/TiO2. Resposta PEC do (c) Ni1o-gCsN4/TiOz, (1) sem ou (2) com
0,1 Mde AA, e Amb/Nip-gCsN4/TiO2> com (3) 0,05, (4) 0,1 ou (5) 0,2 M de AA. (d)
Fotocorrente de Amb/Ni1o-gCaN4/TiO2 para 1200 s com 0,1 M de AA. Todos 0s experimentos
foram registrados em solucéo de PBS (pH 7,4) a0 V (vs. OCP).
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

A incorporagdo de Ni-gCs3Ns4 melhora significativamente a resposta PEC, conforme
mostrado na Figura 54b. A fotocorrente em PBS contendo 0,1 M de AA aumentou com a
concentracdo de Ni-gCsN4 em TiO2 de 3 a 10 = 20%, e entdo diminuiu abruptamente em
concentragdes mais altas. Portanto, Niip-gCsN4/TiO2 é mais adequado para fabricar o
imunossensor PEC. A incorporacdo de AA causa um aumento de 8,5 vezes na fotocorrente para
Ni10-gC3N4/TiO2 na Figura 54c devido a diminuigdo na recombinacao dos portadores de carga.
Para Amb/Ni1o-gCsN4/TiOo, as fotocorrentes atingem um maximo com 0,1 M de AA, que foi a
concentracdo selecionada para os estudos subsequentes. As medidas de fotocorrente com ciclos

de irradiacdo de 1200 s confirmam a estabilidade da plataforma de deteccdo (Figura 54d).
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8.5 Analise do imunossensor PEC para PSA

A construcdo da plataforma imunossensora foi monitorada com medic6es de EIS em
solugdo de PBS contendo 5,0 mM de [Fe(CN)g]*”*~. A Rct determinada a partir do grafico de
Nyquist na Figure 55a ¢ 51,69 kQ para o eletrodo Ab/Amb/Niio-gC3N4/TiO2, sendo
consideravelmente maior do que para Amb/Ni-gCsN4/TiO2 (32,54 kQ). Portanto, a
imobilizacdo dos anticorpos foi bem sucedida. A Rct também aumentou apds o bloqueio da
superficie com BSA (56,29 kQ) e apos incubacdo com 10°° g mL™* de PSA (64,90 kQ). A
Figura 55b mostra a resposta do imunossensor PEC sob condigfes ideais. O sinal da
fotocorrente diminui com o aumento da concentracdo de PSA de 107*® a 108 gmL™,
provavelmente devido ao bloqueio parcial da difusdo do doador de elétrons (AA neste caso). A
fotocorrente varia linearmente com o log da concentracdo de PSA na Figura 55c, de acordo
com a equagio I[nA] = 114,9 — 20,9 log Cpsa [g mL™*] (r = 0,982, n = 5), naqual C ¢ a
concentracdo de PSA e | € a fotocorrente. O limite de deteccdo (LOD) foi estimado em

0,06 fg mL™* (S/N = 3), o menor relatado na literatura até onde sabemos.
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Figura 55. (a) Espectros de EIS registrados em solugédo de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de
[Fe(CN)s]**~ (as linhas continuas correspondem ao ajuste usando o circuito de Randles). (b)
Resposta PEC do imunossensor obtido em solucéo de PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de AA a
0V (vs. OCP) sob irradiacdo de luz LED visivel (410 nm). (c) Curva analitica para
concentragdes crescentes de 10718 a 108 g mL™%; (n = 5). (d) Estabilidade e reprodutibilidade
do imunossensor PEC em 107° g mL™* de PSA.
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

Além disso, este imunossensor possui uma faixa linear mais ampla em comparacdo com
outros semelhantes na literatura (ver Tabela 6). O dispositivo PEC combina a alta sensibilidade
da deteccéo fotoeletroquimica com a portabilidade e operacdo amigavel de um sistema impresso
em 3D, 0 que o0 torna mais proximo de uma aplicacdo no local de atendimento do que os

dispositivos existentes.
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Tabela 6. Uma vis&o geral dos métodos para determinar o PSA.

Método de deteccdo  Faixa linear (g mL™) LOD (g mL™) Ref.

DPV 1,0x10"-1,2x 107 3,0x107"2 (ZHANG et al., 2021a)
ECL 1,0x10-50x 1077 4,6 %1071 (LIU et al., 2021b)
PEC 1,0x10™-1,0x10°* 1,3x107% (LIU et al., 2021a)
Fluorescéncia 1,0x10"2-1,0x10°® 7,3x10°1 (ZHOU et al., 2021)
PEC 50x10'2-50x10°® 1,0x 10712 (SHI et al., 2019)
SWvV 1,0x10"-50x 1077 1,2x 107" (ZHAO et al., 2021a)
Fluorescéncia 50x10'%-50x10"® 2,7 %107 (YAO et al., 2019)
PEC 1,0x10"2-50x10°* 25x107" (ZHU et al., 2021)
SERS 1,0x10"-1,0x 107 1,0x 10" (GAO et al., 2019)
FET 1,0x10%-1,0x 1077 1,0x107 (ZHANG et al., 2021b)
PEC 1,0x1012-20x10°* 6,0x 10713 (CAO etal., 2020)
ECL 1,0x1071°-2,0x 1077 1,0x 10710 (WANG et al., 2016)
PL 1,0x1012-1,0x10°  64x 10" (YIN et al., 2021b)

CL 1,0x10°-10x 1077 5,0 x 10714 (ZHAO et al., 2021b)
PEC 1,0x10'%-1,0x10°* 6,0 x 107" Este trabalho

Nota LOD limite de deteccdo
DPV voltametria de pulso diferencial
ECL eletroquimioluminescéncia
PEC fotoeletroquimica
SWV voltametria de onda quadrada
SERS espalhamento raman
FET transistor de efeito de campo
PL luminescéncia persistente

CL quimioluminescéncia

Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

8.6 Reprodutibilidade e estabilidade

A reprodutibilidade e estabilidade do imunossensor PEC foram testadas com mediges
para detectar 10° g mL™? de PSA. A Figura 55d mostra os resultados em que a
reprodutibilidade foi demonstrada obtendo um desvio padrdo relativo (RSD) de 3,1% nas
medidas de fotocorrente usando 5 eletrodos diferentes. Para os testes de estabilidade, as
fotocorrentes registradas sob irradiacdo durante os ciclos ON/OFF de 20 s tiveram um desvio
padréo de 0,8%.
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8.7 Andlise de amostra real e estudo de especificidade

Para estudar a especificidade do imunossensor PEC, 1,0 ng mL™* de proteinas (CA15-
3, p54, BSA), 100,0 ng mL* para os demais interferentes (KCI, NaCl, Vitamin D3, &cido Grico)
e sua mistura foram selecionados como potenciais interferentes na determinacdo do PSA. A
Figura 56a mostra que a resposta de fotocorrente desses interferentes é comparavel ao valor
encontrado para a amostra em branco. Além disso, a mistura apresentou valores de fotocorrente
comparaveis ao PSA puro. O possivel uso do imunossensor PEC na pratica clinica foi avaliado
pela dosagem da concentracdo de PSA em amostras diluidas de soro humano. O soro humano
foi diluido em solugdo de PBS (1:100, v/v) e contaminado com concentra¢fes conhecidas de
PSA. As concentracdes de PSA calculadas a partir da curva analitica e outros parametros estdo
resumidas na Figura 56b. A recuperacdo para o imunossensor PEC variou entre 97,3% e
105,2%, com desvio padrdo relativo (RSD) inferior a 4,1%. Esses resultados satisfatérios

confirmam a potencial aplica¢do no diagnostico clinico.
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Figura 56. (a) Seletividade do imunossensor PEC: 10,0 ng mLt PSA, 1,0 ng mL™? proteinas
(CA15-3, p54, BSA) e 100,0 ng mL™* para os outros interferentes (KCI, NaCl, vitamina D3,
acido arico). A mistura contém todos os elementos mencionados. (b) Valores de recuperacéo
de PSA para os imunossensores PEC incubados com 10,0, 1,0 e 0,1 ng mL™* de PSA em
amostras de soro humano diluidas. (n = 4). Todos os experimentos foram registrados em solugéo
de PBS contendo 0,1 M de AA a 0V (vs. OCP) sob irradiacdo de luz LED visivel
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Fonte: Bott-Neto; Martins et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 22114-
22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022)

8.8 Conclusdes parciais

O desafio de fabricar imunossensores fotoeletroquimicos (PEC) passiveis de
miniaturizacdo e aplicacdo em diagnostico no local de atendimento foi abordado aqui. Foram
produzidos dispositivos PEC miniaturizados impressos em 3D com eletrodos serigrafados para
detectar PSA sob irradiacdo de luz LED visivel. A alta sensibilidade e seletividade do
imunossensor foi atribuida a heterojuncédo entre Ni-gCzN4 e TiO2. De especial relevancia é que
o TiO; foi funcionalizado com sal de aril diazonio eletrodepositado, que serviu tanto para
aumentar a fotoatividade quanto para ancorar 0s anticorpos anti-PSA. A sinergia obtida ao
combinar esses trés materiais permitiu uma maior separacdo dos portadores de carga e uma
diminuicdo da recombinacdo de carga, aumentando assim a estabilidade e a fotocorrente em
relagdo ao TiO2 puro. O imunossensor PEC foi capaz de detectar PSA em amostras de soro
humano em uma ampla faixa de concentraco, de 107® a 108 g mL™%, com um limite de
deteccéo de 0,06 fg mL ™2, o menor ja relatado até o nosso conhecimento. E significativo que a
plataforma PEC possa ser estendida a qualquer outro tipo de biossensor, pois outros elementos
de bioreconhecimento podem ser imobilizados com a mesma estratégia. Além disso, a

sensibilidade de tais dispositivos PEC pode ser aumentada pelo estudo de outras sondas.
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9 CONCLUSOES GERAIS

Dispositivos (foto)eletroquimicos miniaturizados, de operacdo simples e baratos foram
desenvolvidos para 0 monitoramento acessivel e no local de moléculas de interesse ambiental
e clinico. No total foram fabricados cinco sensores eletroquimicos para o0s seguintes analitos:
antibioticos sulfametoxazol e trimetroprima; biomarcador CA15-3 (céncer de mama);
metabolito 25(OH)D3 (vitamina D); biomarcador lactato; biomarcador PSA (céncer de
préstata). A arquitetura de cada dispositivo foi pensada e otimizada considerando a molécula
de interesse, aplicacdo e outras caracteristicas. Em todos os casos, 0 emprego do método de
impressdo com tela foi eficaz na fabricacéo dos eletrodos de carbono (SPCE) sobre diferentes
substratos, incluindo papel e plastico. O primeiro trabalho, descreve a construcdo de um sensor
eletroquimico biodegradavel, modificado com nanofitas de 6xido de grafeno reduzidas (rGN),
para a quantificagdo dos antibidticos sulfametoxazol e trimetroprima em &gua de
abastecimento. O dispositivo foi fabricado sobre substrato de papel manteiga. Aqui, também
foram estudados diferentes protocolos eletroquimicos para a ativacao da superficie do eletrodo
de carbono. Os eletrodos submetidos a tratamento eletroquimico em meio neutro (tampé&o
fosfato, pH 7) exibiram melhores desempenho comparado aos eletrodos submetidos a
tratamentos em meio &cido (0,5 M de H2SOa) e basico (0,5 M de NaOH). A modificacdo da
superficie do eletrodo com rGN aumentou a intensidade das correntes dos picos de oxidacéao de
ambos os antibioticos. O sensor exibiu bons resultados e foi seletivo na deteccdo dos
antibidticos em agua de torneira. O uso de papel, nanomateriais de carbono, e protocolos de
ativacdo ecologicamente amigaveis vem de encontro com a preocupacao do descarte desse tipo
de tecnologia no meio ambiente, pois sabe-se que um volume consideravel desses dispositivos
¢ descartado todos os anos. O segundo trabalho descreve o desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico sanduiche para o biomarcador CA15-3. Anticorpos secundarios
marcados com HRP foram usados como amplificadores de sinal. O dispositivo exibiu um limite
e faixa de deteccdo que permitiu a analise do CA15-3 em amostras de soro humano e saliva
(uma matriz ndo invasiva). Este alto desempenho foi alcangado com um compdsito de Au-rGO
formado in situ sobre o SPCE. A abordagem adotada permitiu um alto controle superficial com
a formacdo de uma arquitetura robusta, de alta area de superficie para ligacdo de anticorpos e
recursos que ajudaram a preservar a atividade das biomoléculas por mais de 30 dias.
Posteriormente, um dispositivo imunossensor flexivel e portatil com estruturas dendriticas de

ouro hiperramificadas foi desenvolvido para monitorar, em tempo real e no local, 0 metabdlito
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25-hidroxivitamina D3. A eletrocristalizagdo foi usada por ser uma abordagem econémica e
escalavel para o crescimento rapido e direto de dendritos de ouro no chip de detecgdo. O
dispositivo sem roétulo foi capaz de detectar o metabolito em soro humano e saliva artificial em
15 minutos dentro de uma ampla faixa linear. O chip é vantajoso por ser flexivel, com
fabricacdo e operacdo simples. Esses recursos o tornam mais préximo da aplicagdo como
dispositivo vestivel.

Com relacdo aos sensores fotoeletroquimicos, um sistema impresso em 3D operando
com LED de baixa poténcia e compativel com eletrodos impressos foi desenvolvido para
mitigar a necessidade de miniaturizacdo de dispositivos de deteccdo fotoeletroquimica. Até
entdo, na literatura era reportados sensores fotoeletroquimicos que operavam com fontes de alta
poténcia (incluindo simuladores solares) e células eletroquimicas convencionais de trés
eletrodos. O dispositivo desenvolvido é portéatil e permite a rapida troca do LED, possibilitando
que este seja escolhido de acordo com as propriedades do fotocatalisador empregado. Isto é
extremamente vantajoso, visto que alguns comprimentos de onda (e.g. regido UV) pode ser
prejudicial para as biomoléculas, afetando negativamente o desempenho do imunossensor.
Como prova de conceito, um sensor fotoeletroquimico com TiO; e filme polimérico [Ni(salen)]
foi empregado na deteccgdo de lactato dentro da faixa de interesse clinico. Bons resultados de
seletividade e estabilidade foram obtidos. Por ultimo, foi desenvolvido um imunossensor
fotoeletroquimico capaz de detectar no soro humano e no local o biomarcador PSA. Um alto
desempenho foi alcancado com uma plataforma contendo Ni1o-gCzN4/TiO2 funcionalizado com
sal de aril diazbnio preparado a partir do &cido p-aminobenzéico. O aril diazénio
eletrodepositado foi usado pela primeira vez para melhorar a fotocatalise do TiO2 e ancorar
anticorpos. A plataforma desenvolvida é adequada para a imobiliza¢do de diversos elementos
de biorreconhecimento e, portanto, pode ser estendida a outros biossensores fotoeletroquimicos

para diagnostico clinico.
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