
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

INSTITUTO DE QUÍMICA DE SÃO CARLOS 

 

 

 

 

 

 

Thiago Serafim Martins 

 

 

 

 

 

Dispositivos miniaturizados para o monitoramento acessível e no local de 

moléculas de interesse ambiental e clínico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Carlos  

2022  



Instituto de Química de São Carlos  Universidade de São Paulo 

ii 

Thiago Serafim Martins 

Dispositivos miniaturizados para o monitoramento acessível e no local de 

moléculas de interesse ambiental e clínico  

Tese apresentada ao Instituto de Química de São 

Carlos da Universidade de São Paulo como parte 

dos requisitos para a obtenção do título de Doutor 

em Ciências. 

Área de concentração: Química Analítica e 

Inorgânica. 

Orientador: Prof. Dr. Sergio A. S. Machado. 

São Carlos 

2022 

Exemplar revisado 
O exemplar original encontra-se na 

Biblioteca do IQSC-USP 



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

iii 

Autorizo a reprodução e divulgação total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio 

convencional ou eletrônico para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte. 

 

Assinatura: Data: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ficha Catalográfica elaborada pela Seção de Referência e Atendimento ao Usuário do SBI/IQSC 

 

 

Solange Puccinelli - CRB: 1500/8 

 

 

Martins, Thiago Serafim 

Dispositivos miniaturizados para o monitoramento acessível e no local de 

moléculas de interesse ambiental e clínico / Thiago Serafim Martins. — São 

Carlos, 2022. 

135 f. 

 
Tese (Doutorado em Química Analítica e Inorgânica) — Instituto de Química 

de São Carlos / Universidade de São Paulo, 2022. 

Edição revisada 

 
Orientador: Prof. Dr. Sergio Antonio Spinola Machado 

 

 
1. Sistemas miniaturizados. 2. Eletrodos impressos. 3. Poluentes 

emergentes. 4. Biomarcadores. 5. Câncer. I. Título. 



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

iv 

AGRADECIMMENTOS 

 

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a todas as pessoas que contribuíram para a realização 

desta tese no âmbito intelectual e profissional. 

 

Às agências de fomento CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro ao projeto. E também a CAPES 

pela bolsa concedida (Código de Financiamento 001, Nº de concessão: 88887.334689/2019-

00). 

 

Ao Instituto de Química de São Carlos da Universidade de São Paulo e ao Grupo de Materiais 

Eletroquímicos e Métodos Eletroanalíticos por todo suporte estrutural (central de análises, 

oficinas mecânica e de vidrarias, biblioteca e salas) e pessoal (corpo docente e de funcionários). 

 

Ao prof. Dr. Sergio Antonio Spinola Machado pela orientação, confiança e apoio. 

 

Ao prof. Dr. Osvaldo Novais de Oliveira Junior pelas sugestões e por dividir seus 

conhecimentos em escrita científica.  

 

Ao José Luiz Bott Neto pela amizade, companheirismo, por todo suporte e contribuição 

intelectual para com este projeto. 

 

Aos meus avós Ruth Tassinari Alves Martins e Oswaldo Alves Martins por todo suporte e 

incentivo a educação desde sempre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muito Obrigado!  



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

v 

RESUMO 

 

Sistemas miniaturizados com eletrodos de carbono impressos (SPCEs) são tecnologias 

promissoras para monitorar no local, moléculas de interesse ambiental (e.g. poluente 

emergente) e clínico (e.g. biomarcador). Neste trabalho, sistemas eletroquímicos 

miniaturizados foram desenvolvidos para detectar as seguintes moléculas: sulfametoxazol 

(SMX), trimetoprima (TMP), antígeno de carboidrato 15-3 (câncer de mama), metabólito 25-

hidroxivitamina D3 (vitamina D), lactato e o antígeno prostático específico (câncer de próstata). 

Um desempenho otimizado dos SPCEs caseiros foi obtido usando um tratamento eletroquímico 

em solução de tampão fosfato (PBS). Para os antibióticos SMX e TMP foi desenvolvido um 

sensor baseado em papel com nanofitas de óxido de grafeno reduzidas (rGN). Os limites de 

detecção (LOD) para SMX e TMP foram estimados em 0,09 µM e 0,04 µM, respectivamente, 

com uma resposta linear de 1 µM a 10 µM. O sensor foi reprodutível (RSD <5%) e seletivo, 

inclusive em amostras de água de torneira. Um imunossensor do tipo sanduíche constituído por 

um filme layer-by-layer de nanopartículas de ouro (Au) e óxido de grafeno reduzido (rGO) foi 

desenvolvido para detectar o biomarcador de câncer 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−1 dentro de uma ampla faixa linear de concentração de 0,1 fg mL−1 a 1 µg mL−1. O 

imunossensor também foi seletivo para CA15-3, robusto e estável para permitir o 

armazenamento a 4 °C por mais de 30 dias. Para monitorar o metabólito 25(OH)D3 em soro 

humano e saliva, construiu-se um chip imunossensor flexível e sem rótulo. A plataforma do 

dispositivo foi feita com dendritos de ouro em forma de árvore (AuDdrites), obtidos 

eletroquimicamente pela dessorção seletiva da L-cisteína sobre os planos (111) do ouro. O chip 

foi capaz de detectar o metabólito em 15 minutos com uma faixa de concentração dentro dos 

valores de interesse clínico e apresentou um LOD de 0,03 ng mL−1. Um sistema portátil com 

diodo emissor de luz (LED) de 3 W e compatível com SPCEs também foi desenvolvido para 

detecção fotoeletroquímica. O dispositivo produzido em impressora 3D, foi usado para detectar 

lactato e PSA sobre nanopartículas de TiO2 modificadas com filme polimérico de [Ni(salen)] 

(referido como TiO2@poli[Ni(salen)]) e nanopartículas de óxido de titânio (TiO2) sensibilizado 

com nitreto de carbono grafítico e aril diazônio (referido como Amb/Ni10-gC3N4/TiO2), 

respectivamente. O sensor fotoeletroquímico para lactato exibiu excelente estabilidade, 

reprodutibilidade e seletividade em uma faixa linear de 0,1 a 20 mM com LOD de 88 µM. 

Também foi demonstrado por medidas de espectroscopia de infravermelho com transformada 

de Fourier (FTIR) in situ que o dióxido de carbono (CO2) é o produto principal da 

fotoeletrooxidação de lactato sobre TiO2@poli[Ni(salen)]. Em adição, o sensor para o 

biomarcador de câncer de próstata PSA foi capaz de detectar o marcador tumoral em amostras 

de soro humano em uma faixa de 10–16 a 10–8 g mL–1 com limite de detecção tão baixo quanto 

0,06 fg mL–1. A robustez do dispositivo foi confirmada com testes de reprodutibilidade e 

estabilidade. A estratégia de funcionalização dos nanomaterias fotoativos com sal de aril 

diazônio diminuiu a recombinação de portadores de carga fotogerados, levando a um aumento 

na fotocorrente e, forneceu grupos carboxílicos para ancorar anticorpos por meio da reação da 

carbodiimida, o que possibilita a extensão da plataforma de detecção a qualquer outro tipo de 

imunossensor fotoeletroquímico. Os dispositivos portáteis aqui apresentados são de baixo 

custo, operação amigável e promissores para monitorar no local, poluentes emergentes e 

biomarcadores sem atrasos associados aos laboratórios centralizados. 

 

Palavras-chaves: sistemas miniaturizados, eletrodos impressos, poluentes emergentes, 

biomarcadores, câncer, 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.g., 

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 

µM and 0.04 µM, respectively, with a linear response from 1 µM to 10 µM. 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−1 within a wide linear concentration range from 0.1 fg mL−1 to 1 µg mL−1. 

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−1. 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 TiO2@poly[Ni(salen)]) and TiO2 nanoparticles 

sensitized with graphitic carbon nitride and aryl diazonium (referred to as Amb/Ni10-

gC3N4/TiO2), 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 µM. It was also demonstrated by in situ Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 

measurements that carbon dioxide (CO2) is the main product of the photoelectrooxidation of 

lactate on TiO2@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 10–16 to 10–8 g mL–

1 with a detection limit as low as 0.06 fg mL–1. 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 
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ASPECTOS GERAIS 

 

 Sensores eletroquímicos permitem uma análise rápida 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 são manufaturados com tintas condutoras de 

carbono aplicadas sobre um substrato (e.g. papel ou plástico) por meio de um processo de 

serigrafia. Nos últimos anos, a detecção eletroquímica com SPCE foi aprimorada (AMBAYE et 

al., 2021; GARCÍA-MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021), mas algumas 

limitações permanecem, principalmente aquelas relacionadas ao sinal de fundo inerente aos 

métodos eletroquímicos e aos solventes e aditivos orgânicos presentes nas tintas condutoras 

(GONZÁLEZ-SÁNCHEZ et al., 2018). Essas limitações podem ser superadas combinando, por 

exemplo, as seguintes estratégias: (i) protocolos de tratamento dos eletrodos; (ii) busca por 

plataformas eletroquímicas otimizadas; (iii) uso de métodos para amplificação do sinal 

eletroquímico; (iv) outras formas de detecção analítica, como a detecção fotoeletroquímica. 

Dentro deste contexto, materiais à base de grafeno, nanoestruturas de ouro (Au), óxido de 

titânio (TiO2), materiais poliméricos e nitreto de carbono grafítico (gC3N4) têm sido explorados 

em (bio)sensores (foto)eletroquímicos para detecção de moléculas de interesse ambiental e 

clínico (FANG et al., 2021; RASHID et al., 2021; SIEW et al., 2021; ZHAO et al., 2021c). Os 

antibióticos sulfametoxazol (SMX) e trimetroprima (TMP) são usados para tratar infecções 

bacterianas, fúngicas e pneumonia pneumocystis (MINATO et al., 2018; MORRIS et al., 2004; 

SMILACK, 1999). Há evidências de que cerca de 85% e 30% do conteúdo original do TMP e 

SMX, respectivamente, são eliminados inalterados na urina (KREMERS; DUVIVIER; 

HEUSGHEM, 1974; SIBER et al., 1982), sendo então encontrados em águas residuais urbanas. 

Por outro lado, moléculas como antígeno de carboidrato 15-3 (CA15-3, carbohydrate antigen 

15-3), metabólito 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3), lactato e antígeno prostático específico 

(PSA, prostatic-specific antigen) são indicadoras de processos biológicos (HASAN et al., 2021). 

Podem, portanto, ser usadas para diagnosticar doenças e monitorar o estado clínico dos 

pacientes.  

Neste projeto de pesquisa, sensores eletroquímicos 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 (câncer de mama), 25(OH)D3 

(vitaminada D), lactato e PSA (câncer de próstata) em matrizes de água de torneira ou em soro 
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humano e saliva. Para a detecção simultânea dos antibióticos SMX e TMP, um sensor 

eletroquímico serigrafado em papel manteiga modificado via drop-casting de nanofitas de 

óxido de grafeno reduzidas (rGN) foi desenvolvido. O imunossensor para CA15-3 foi 

manufaturado via a eletrossíntese, por voltametria cíclica (CV, cyclic voltammetry), de 

nanopartículas de ouro e óxido de grafeno reduzido (Au-rGO). Um método de 

eletrocristalização por cronoamperometria (CA) foi utilizado para gerar dendritos de ouro em 

forma de árvore (AuDdrites) sobre o SPCE aplicado no monitoramento do metabólito 25-

hidroxivitamina D3. O sensor para lactato foi desenvolvido com SPCE modificado com 

nanopartículas de TiO2 via drop-casting seguido da eletropolimerização por CV do filme 

polimérico de [Ni(salen)]. Em adição, o sensor para PSA foi manufaturado via o drop-casting 

de nanopartículas de TiO2 e gC3N4 seguido da eletrodeposição de aril diazônio (Amb). Os 

resultados e discussão estão apresentados em cincos partes com conclusões parciais para cada 

sensor desenvolvido.  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sensores e biossensores eletroquímicos  

 

Sensores eletroquímicos são dispositivos que detectam transformações químicas, físicas 

ou biológicas e as transformam em um sinal elétrico. Eles são constituídos 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 biológica, esses são classificados como biossensores. Ambos são 

capazes de fornecer informações analíticas quantitativas ou semiquantitativas seletivas (GOLD, 

2019), podendo ser utilizados para monitorar uma matriz biológica ou não biológica 

(THÉVENOT et al., 2001). Os elementos de reconhecimento biológico mais recorrentes em 

biossensores eletroquímicos são: i) enzimas; ii) anticorpos; iii) oligonucleotídeos; iv) aptâmeros 

e v) materiais biomiméticos, que buscam imitar as propriedades de enzimas naturais e de 

sistemas biológicos. Dentre esses materiais estão inclusos nanozimes, sinzimes, polímeros 

molecularmente impressos (MIPs, molecularly imprinted polymers), nanocanais e complexos 

metálicos (ROMANHOLO et al., 2021).  
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Figura 1. Componentes de um sensor eletroquímico. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 2 ilustra um esquema geral de possibilidades de preparo de biossensores 

utilizando proteínas como agente de reconhecimento. Inicialmente, um grande número de 

elementos de captura é imobilizado sobre a superfície eletródica. Após as etapas de lavagem e 

bloqueio de regiões não específicas, a plataforma é sondada com uma amostra contendo o 

analito de interesse. Se ocorrer interação, um sinal é produzido por detecção direta ou mediante 

a um elemento rotulado, com ou sem a utilização de abordagens baseadas em sanduíche. O 

rótulo pode ser um elemento (e.g. ferroceno) ou bioelemento (e.g. uma enzima peroxidase) que 

(bio)catalise uma reação de oxido-redução, sendo normalmente necessário o uso de um 

mediador de elétrons. Alguns autores também relataram que usar abordagens baseadas em 

sanduíche 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 eletroquímico. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A imobilização do elemento de reconhecimento biológico é uma etapa importante para 

o bom desempenho do biossensor eletroquímico, pois uma imobilização malsucedida pode 

levar à lixiviação da biomolécula ou perda de sua atividade. Entre os mecanismos mais comuns 

de imobilização estão: i) adsorção direta, ii) aprisionamento físico, iii) ligação covalente, e iv) 

uso de proteínas marcadas. Devido à sua simplicidade, o método de adsorção direta é bastante 

utilizado. Porém, a remoção da proteína por condições vigorosas de lavagens, adsorção de 

proteínas não específicas e desnaturação da proteína imobilizada podem vir a ocorrer. O 

aprisionamento físico é realizado em estruturas tridimensionais de géis como poliacrilamida ou 

agarose e, apesar dessas estruturas ajudarem na preservação das biomoléculas, devido ao seu 

ambiente aquoso, a estrutura do gel pode representar uma barreira à difusão e aos eventos de 

reconhecimento molecular podendo exigir longos tempos de incubação (CRETICH et al., 2006). 

No caso do uso de proteínas marcadas (e.g. His-tag), a sua imobilização se dá tipicamente pela 

interação entre a tag (sequência sintética de polipeptídeos) e a superfície (HERNANDEZ; 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). A grande limitação desta abordagem consiste no uso de 

técnicas de engenharia genética. Finalmente, o mecanismo via ligação covalente requer a 

presença de grupos reativos no suporte capaz de reagir com os grupos da biomolécula, sendo 

este processo normalmente mediado por um agente de reticulação (e.g. 1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidróxisuccinimida (NHS)) (RICCI; 

ADORNETTO; PALLESCHI, 2012).  

Dentre as estratégias disponíveis para a funcionalização da superfície eletródica de 

modo a possibilitar a imobilização de um elemento de biorreconhecimento via ligação 

covalente, destacam-se o uso de monocamadas auto-montadas (SAMs, self‐assembled 

monolayers) com alcanotióis e a redução de sais de aril diazônio (Figura 3). A funcionalização 

de superfícies metálicas como de ouro, platina, cobre e prata com SAMs à base de alcanotióis, 

dissulfetos dialquil e sulfetos é uma prática comum (RAYMUNDO-PEREIRA et al., 2021). A 

formação de SAM é geralmente alcançada imergindo o substrato metálico limpo em uma 

solução diluída do tiol desejado, ao qual as funcionalidades tiol adsorvem quimicamente sobre 

o metal, formando espontaneamente as ligações S-metal. A natureza auto-montada da 

monocamada surge devido ao efeito hidrofóbico que impulsiona o alinhamento vertical 

espontâneo das estruturas de alcano, produzindo uma camada uniforme (SRISOMBAT; 

JAMISON; LEE, 2011). A metodologia de redução de sais de aril diazônio é teoricamente 

aplicável à funcionalização covalente de qualquer superfície condutora (MOHAMED et al., 

2015a). A funcionalização ocorre por meio da formação redutiva de um radical aril que 

posteriormente ataca a superfície do eletrodo, sendo assim, um processo eletroquimicamente 

controlável (COUGNON et al., 2009). A maior limitação para o uso de sistemas SAM e de sais 

de aril diazônio em aplicações eletroquímicas é que eles são estáveis apenas em um intervalo 

limitado de potencial (YATES; FASCIONE; PARKIN, 2018). 

 

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

diazônio à direita.  

 

Fonte: Autoria própria. 
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1.2 Sensores e biossensores fotoeletroquímicos  

 

A detecção fotoeletroquímica (PEC, photoelectrochemical) é uma maneira analítica 

recente e de rápido desenvolvimento para detectar biomoléculas (CHEN et al., 2020; YU et al., 

2019), cujos princípios de trabalho envolvem as seguintes etapas: (i) um material fotoativo é 

irradiado com luz, promovendo elétrons da banda de valência (VB, valence band) para a banda 

de condução (CB, conduction band); (ii) elétrons ou buracos migram para a superfície do 

eletrodo na interface com o eletrólito, produzindo uma fotocorrente; (iii) analitos alvo 

interagem com o eletrodo, afetando a separação de cargas e/ou o processo de migração, 

alterando assim a fotocorrente (WANG; LIU, 2020). Como a fonte de luz de excitação e o sinal 

elétrico de saída são separados, o sinal de fundo exibido pelos sensores PEC é muito pequeno 

e o limite de detecção pode atingir um nível muito baixo (LIU et al., 2015; WANG; LIU, 2020; 

YU et al., 2019).  

Os sensores PEC podem ser anódicos ou catódicos, dependendo se semicondutores tipo 

n ou tipo p são usados, respectivamente. Para sensores anódicos, o analito atua como um doador 

de elétrons para os buracos fotogerados, e os elétrons fotogerados são transferidos para o 

circuito externo, sob um potencial aplicado. Os sensores catódicos PEC operam ao contrário 

(WANG et al., 2020). A maioria dos sensores fotoeletroquímicos, incluindo imunossensores, 

genossensores e aptassensores, usam grandes fontes de irradiação de alta potência (100 a 

500 W) (ADHIKARI; KIM, 2018; FENG et al., 2018; LI et al., 2021; LIU et al., 2018; WANG; WU; 

ZHANG, 2019), o que impede a miniaturização. Como pequenos diodos emissores de luz (LEDs) 

oferecem baixa energia de irradiação, empregá-los em dispositivos PEC de alto desempenho 

requer materiais com alta atividade fotocatalítica (ZHAO; XU; CHEN, 2018).  

O semicondutor tipo n TiO2 é um candidato a tal material devido ao seu baixo custo, 

forte absorção de luz e inércia química (WANG et al., 2018a), mas é limitado por causa de sua 

rápida recombinação de portadores de carga fotogerados (DONG et al., 2018; MOHAMED et al., 

2015b). Materiais com níveis de energia favoráveis à separação de carga podem acelerar a 

transferência de elétrons em reações PEC (ZANG; LEI; JU, 2017). Por exemplo, materiais à base 

de níquel (Ni) aumentam a atividade fotocatalítica e a estabilidade dos semicondutores (GAO 

et al., 2004). Além disso, a dopagem com Ni pode promover a absorção de luz pela introdução 

de estados de Ni 3d na lacuna, melhorando também a atividade fotocatalítica (LIN et al., 2012; 

YAO et al., 2010). Compósitos com nanopartículas de TiO2 e filmes poliméricos são usados em 

sensores e biossensores fotoeletroquímicos (THANGAMANI; PASHA, 2021; YANG et al., 2021a, 
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2021b), pois suas estruturas porosas podem facilitar a penetração da luz e aumentar a intensidade 

coletada pelo fotoeletrocatalisador devido a múltiplas reflexões (GRANT et al., 2002; 

RAMASUBBU et al., 2019). 

 

1.3 Eletrodos impressos  

 

Desde a década de 1990, a tecnologia de impressão com tela (Figura 4), adaptada da 

indústria de microeletrônica, oferece produção em grande escala de sensores baratos, e ainda 

altamente sensíveis e reprodutíveis (DUTRONC et al., 1992; GE et al., 1998; HART; HARTLEY, 

1994). Além da impressão com tela, sensores impressos são produzidos por outros métodos de 

fabricação, como litografia, filtração, impressão 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 vários substratos, como plástico, papel, luvas, sobre a pele como tatuagem etc., e são 

caracterizados pela alta versatilidade na seleção do método de fabricação, tamanho, geometria 

e personalização (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 orgânicos presentes nas tintas condutoras 

podem resultar em cinéticas mais lentas para reações eletroquímicas. Assim, tentativas de 

aprimorar a cinética destes eletrodos têm sido feitas com diferentes tratamentos. Por exemplo, 

González-Sánchez et al. reportaram um aumento na sensibilidade de 140 vezes para SPCEs 

submetidos a uma ativação eletroquímica usando H2O2 no tampão fosfato (pH 7) (GONZÁLEZ-

SÁNCHEZ et al., 2018), enquanto Wang et al. relataram um aumento na resposta eletroquímica 

de 80 vezes para SPCEs tratados com plasma de oxigênio (WANG; CHANG; YUAN, 2009). 

Além disso, nanomateriais à base de grafeno demonstram melhorar as características dos SPEs 

em termos de custo-efetividade, biocompatibilidade, condutividade e fotoatividade (MATERÓN 

et al., 2021; VILLALONGA et al., 2021). 
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Figura 4. Ilustração do processo de serigrafia. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

1.4 Materiais à base de grafeno  

 

A atividade catalítica do grafeno e de seus derivados têm sido estudadas sob diferentes 

perspectivas, inclusive para (bio)sensores eletroquímicos e fotoeletroquímicos, 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, transparência, resistência 

mecânica, estabilidade química e flexibilidade. As propriedades do grafeno podem também 

serem adaptadas pela escolha do método de síntese, com otimização para detecção 

(foto)eletroquímica 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 única 

camada de átomos de carbono com hibridização sp2. Apesar dessas características, foi 

observado que é fundamental funcionalizá-lo para minimizar as forças de Van der Waals e as 

interações de empilhamento π - π entre as folhas de grafeno para construir sensores 

eletroquímicos (THANGAMANI; PASHA, 2021). Para resolver este problema, o grafeno é 

normalmente funcionalizado com nanopartículas inorgânicas, surfactantes, grupos hidrofílicos 

ou polímeros (DONG et al., 2018). Estes materiais podem proporcionar sinergia e permitir 

construir sensores eletroquímicos e biossensores mais eficientes (GRANT et al., 2002). 

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

Pode-se empregar óxido de grafeno reduzido (rGO, reduced graphene oxide), nanofitas de 
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grafeno (GNRs, graphene nanoribbons) e nitretos de carbono grafítico (g-C3N4) (BOLLELLA 

et al., 2016), Figura 5. Por exemplo, Ma et al. reportaram o uso de rGO dopado com prata capaz 

de monitorar íons mercúrio a nível de traços em amostras de peixe e sangue humano (MA et al., 

2021). Já, Rana et al. e Mao et al. obtiveram baixos limites de detecção utilizando os compósitos 

MoS2/GNR/Au e CuO/g-C3N4 na determinação de hepcidina e aflatoxina B1, respectivamente 

(MAO et al., 2021; RANA et al., 2021). Pode-se esperar, portanto, que compósitos com estes 

materiais permitam o ajuste de propriedades na exploração de novos fenômenos para construção 

de sensores e biossensores eletroquímicos com desempenhos aprimorados. 

 

Figura 5. Materiais baseados no grafeno. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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2 OBJETIVO 

 

 Este trabalho, teve como objetivo desenvolver dispositivos miniaturizados, para o 

monitoramento acessível e no local de moléculas de interesse ambiental e clínico. Os objetivos 

específicos foram: (i) aprimorar a resposta do transdutor (eletrodo de trabalho) por meio de 

protocolos de tratamento eletroquímico; (ii) sintetizar e caracterizar compósitos à base de ouro, 

grafeno, e nitretos de carbono grafítico; (iii) construir sensores eletroquímicas para detectar os 

antibióticos sulfametoxazol e trimetoprima; (iv) fabricar imunossensores eletroquímicos para o 

antígeno de carboidrato 15-3 (câncer de mama) e o metabólito 25-hidroxivitamina D3 (vitamina 

D); (v) construir sensores fotoeletroquímicos para a detecção de lactato e do antígeno prostático 

específico (câncer de próstata); (vi) desenvolver uma sistema portátil para a realização de 

detecção fotoeletroquímica com eletrodos impressos.  
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Reagentes e soluções 

 

Os reagentes foram usados sem qualquer procedimento de purificação. Anticorpo anti-

MUC1 (Ab1), proteína MUC1 humana recombinante (CA 15-3) e anticorpo anti-MUC1 

conjugado com peroxidase de rábano (Ab2, HRP) foram obtidos da ABCAM (Cambridge, 

Reino Unido). Nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs) com dimensões 6-

9 nm × 5 µm (D × L), nitrato de potássio (KNO3), óxido de titânio (TiO2), ácido láctico, ácido 

ascórbico, glicose, vitamina D3, B1 e B2, amoxicilina, colecalciferol, β-estradiol, 

sulfametoxazol (SMX), trimetroprima (TMP), salicilaldeído, metanol, perclorato de 

tetrabutilamônio (TBAP), acetonitrila (CH3CN), cloreto de potássio (KCl), cloreto de sódio 

(NaCl), hidróxido de sódio (NaOH), fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4), fosfato de potássio 

monobásico (KH2PO4), hexacianoferrato (II) de potássio tri-hidratado (K4[Fe(CN)6].3H2O), 

hexacianoferrato de potássio (III) (K3[Fe(CN)6]), ácido tetracloroáurico 30% em peso em 

cloreto de hidrogênio (HAuCl4 30% em peso diluído em HCl), ácido 3-mercaptopropiônico 

(MPA), N- (3-dimetilaminopropil)-N′-cloridrato de etilcarbodiimida (EDC), 

hidroxissuccinimida (NHS), albumina de soro bovino (BSA), hidroquinona (HQ), antígeno 

prostático específico (PSA), anticorpo monoclonal PSA, ácido 4-aminobenzóico, nitrito de 

sódio (NaNO2), soro humano e saliva artificial para pesquisa farmacêutica foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich® (Saint Louis, Estados Unidos). Acetato de níquel (II) foi adquirido da Vetec 

Quimica Fina Ltda (Duque de Caxias, Brasil). Éter, sulfato de sódio e carbonato de sódio foram 

adquiridos na Mallinckrodt® (Staines-upon-Thames, Reino Unido). O ácido sulfúrico (H2SO4) 

95% e o ácido clorídrico (HCl) foram adquiridos na Exodus Científica (Sumaré, Brasil). 

Persulfato de potássio (K2S2O8), pentóxido de fósforo (P2O5), permanganato de potássio 

(KMnO4) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 35% foram adquiridos da Synth® (Diadema, Brasil). 

A tinta condutora de carbono LOCTITE® (EDAG 423SS E&C) usada para impressão dos 

eletrodos foi obtida da Henkel® (Düsseldorf, Alemanha). As tintas condutoras de Ag 

(CW2200MTP) e de Ag/AgCl usadas nos eletrodos de referência foram obtidas da 

Chemtronics® (Kennesaw, Georgia) e TICON® (Sorocaba, Brasil), respectivamente. A água 

ultrapura utilizada foi purificada com sistema da Millipore Corporation® com resistividade 

> 18 MΩ cm (Darmstadt, Alemanha). Soluções de tampão fosfato salino (PBS) foram 
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preparadas com NaCl 137,0 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10,0 mM e KH2PO4 1,8 mM. A 

amostra de água da torneira foi coletada de uma torneira local (22°00'19.5"S 47°53'56.1"W). 

 

3.2 Instrumentação 

 

3.2.1 Ultravioleta-visível 

 

Os espectros de ultravioleta-visível (UV-vis) foram coletados em espectrofotômetro 

Jasco® V-630 utilizando cubeta de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm. 

 

3.2.2 Experimentos eletroquímicos 

 

Os experimentos eletroquímicos foram realizados em um potenciostato/galvanostato 

Metrohm Autolab® modelo PGSTAT30 controlado pelo software Nova® versão 2.1.4. Os 

espectros de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS, electrochemical impedance 

spectroscopy) foram analisados por meio do software ZView 2®. 

 

3.2.3 Ângulos de contato 

 

As medidas dos ângulos de contato foram registradas em um tensiômetro Attension®. 

 

3.2.4 Difração de raios-X 

 

As análises de difração de raios-X (XRD, X-ray diffraction) foram conduzidas em um 

difratômetro Brucker® D8 Advance operando a uma potência de 40kV/40 mA usando radiação 

Cu kα (λ = 1,5418 Å) 

 

3.2.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 

 

As análises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, 

Fourier-transform infrared spectroscopy) dos materiais preparados em KBr foram realizadas 

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

papel manteiga foram realizadas em um espectrômetro Bruker® Vertex 70/70v com um detector 
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de baixo ruído (MCT, telureto de cádmio e mercúrio) usando o módulo de refletância total 

atenuada (Platinum Diamond ATR, Bruker®). Todos os espectros foram registrados entre 4000 

e 640 cm−1 com resolução de 4 cm−1. 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 alumínio e uma 

objetiva de 50 ×. Os espectros Raman foram desconvoluídos usando a função Lorentziana. 

 

3.2.7 Microscopia de força atômica 

 

As medidas de microscopia de força atômica (AFM, atomic force microscopy) foram 

realizadas em um microscópio Nanosurf EasyScan2, com modo de operação de não contato. 

Os resultados foram tratados com o software Nanosurf EasyScan2. 

 

3.2.8 Microscopia eletrônica de varredura, espectroscopia de raios-X por dispersão em 

energia e microscopia eletrônica de varredura com feixe eletrônico por emissão de campo  

 

Imagens de microscopia eletrônica de varredura (SEM, scanning electron microscopy), 

mapeamento por espectroscopia de raios-X por dispersão em energia (EDS, energy-dispersive 

X-ray spectroscopy) e microscopia eletrônica de varredura com feixe eletrônico por emissão de 

campo (FEG, field emission gun) foram obtidas usando um microscópio LEO 440 com um 

detector Oxford (modelo 7060) operando com um feixe de elétrons de 20 kV e um microscópio 

Zeiss® Sigma, respectivamente.  

 

3.2.9 Microscopia eletrônica de Transmissão  

 

Imagens de microscopia eletrônica de transmissão (TEM, transmission electron 

microscopy) foram obtidos usando um microscópio JEOL JEM-2100 (LaB6) operando a 

200 kV. 
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3.2.10 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X  

 

As análises de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS, X-Ray 

photoelectron spectroscopy) foram conduzidas em um espectrômetro Scientia Omicron ECSA 

equipado com uma fonte de raios-X modelo XM1000 usando radiação kα (1486,7 eV). Os 

espectros foram calibrados em 284,8 eV para C 1s, ajustados pelo método de Shirley e 

simulados usando uma função 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 espectrômetro Shimadzu® prestige 21 equipado com um 

detector de MCT (telureto de mercúrio e cádmio). 

 

3.2.12 Espectroscopia de absorção atômica 

 

A análise de espectroscopia de absorção atômica (AAS) foi realizada em um 

espectrômetro Perkin Elmer (modelo PINAACLE 900 T). Para isso, 10,0 mg de Ni-gC3N4 

foram dissolvidos em 8,0 mL de água régia durante 48 h e depois diluídos para 1000,0 mL de 

ácido clorídrico a 5% em água ultrapura. 

 

3.2.13 Espectroscopia de refletância difusa no ultravioleta-visível 

 

Os espectros de refletância difusa no ultravioleta-visível (UV-vis DRS) foram 

registrados em um espectrofotômetro Shimadzu® 3600 equipado com esfera integradora 

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

 

3.2.14 Espectroscopia no infravermelho de reflexão e absorção com modulação da 

polarização 

 

A espectroscopia no infravermelho de reflexão e absorção com modulação da 

polarização (PM-IRRAS, polarization modulation-infrared reflection-absorption 

spectroscopy) foi usada para estudar a imobilização de anticorpos na plataforma de detecção e 
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as interações antígeno-metabólito. As medições de PM-IRRAS foram realizadas em um 

instrumento KSV PMI550 com um feixe focado na amostra em um ângulo de incidência de 

80°. Todos os espectros PM-IRRAS foram coletados com resolução de 8 cm−1 durante 600 s, 

sendo uma superfície de ouro limpa (Aus) usada como referência 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 dimensões de 40 × 35 cm. A tinta condutora de carbono foi transferida 

para as superfícies 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 ºC por 30 min. Os SPCEs possuem três eletrodos: um eletrodo de trabalho (área 

de 7 mm²), um contra-eletrodo de carbono e um eletrodo de pseudo-referência de prata (pintado 

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

 

3.4 Tratamento eletroquímico dos SPCEs 

 

Os SPCEs foram tratados eletroquimicamente por voltametria cíclica (CV, cyclic 

voltammetry), em que ciclos de potencial foram executados entre −2,5 e 2,5 V a 100 mV s−1 em 

PBS. O efeito de outros eletrólitos (0,5 M de H2SO4 e 0,5 M de NaOH) e número de ciclos na 

etapa de tratamento também foram investigados. Após o tratamento, os eletrodos foram lavados 

com água e armazenados em dessecador. 

 

3.5 Preparação da plataforma de detecção rGN e medidas eletroquímicas 

 

As rGNRs foram sintetizadas por um método eco-friendly (quando comparado com os 

demais métodos reportados na literatura) a partir de MWCNTs, conforme descrito por Yan-

Sheng Li et al. (LI et al., 2016). Para isto, 0,2 g MWCNTs 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 KMnO4 e o sistema foi aquecido a 70 °C e mantido sob agitação por mais 2 h. A 

purificação das GNRs foi realizada em várias etapas. Inicialmente, a mistura obtida foi resfriada 

à temperatura ambiente e dispersa em 350,0 g de água gelada contendo 5,0 mL de H2O2 (35%). 
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A mistura foi então centrifugada a 11000 rpm durante 12 min. O sólido foi redisperso em 

60,0 mL de solução de HCl em água (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 água 

para fornecer uma dispersão de 1,0 mg mL−1 de GNR. As GNRs foram reduzidas em solução 

de ácido ascórbico à temperatura ambiente. Uma concentração de 50,0 mM de ácido ascórbico 

(444,75 mg) foi adicionado em 50,0 mL de GNR (1,0 mg mL−1). A mistura foi mantida sob 

agitação à temperatura ambiente durante 48 h (FERNÁNDEZ-MERINO et al., 2010). O material 

obtido foi dialisado por 3 dias em bolsa de diálise de 3500 DA.  

Para modificação do SPCE, 6,0 µL de uma dispersão aquosa de rGNR (0,1 mg mL−1) 

foram adicionados na superfície do eletrodo de trabalho e secos à temperatura ambiente. A 

curva analítica e outros experimentos foram conduzidos com medidas de voltametria de pulso 

diferencial (DPV, differential pulse voltammetry) em PBS (pH 6,0). Os seguintes parâmetros 

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 modulação 25 mV; 

e tempo de modulação 50 ms. 

 

3.6 Preparação da plataforma de detecção Au-rGO 

 

As folhas de óxido de grafeno foram sintetizadas em duas etapas (XU et al., 2008). Em 

primeiro lugar, foi realizado uma pré-oxidação do grafite. Para isso, 3,0 g de pó de grafite foram 

colocados em uma solução a 80 ºC composta por 12,0 mL de H2SO4 concentrado, 2,5 g de 

K2S2O8 e 2,5 g de P2O5. A mistura foi mantida a 80 °C durante 4,5 h usando um banho de óleo 

de silicone, após isso, foi arrefecida à temperatura ambiente. A dispersão foi então diluída com 

500,0 mL de água, filtrada e lavada com água para remover o ácido residual. O produto obtido 

foi seco à temperatura ambiente. Para a segunda etapa, o pó de grafite pré-tratado foi disperso 

em 120,0 mL de H2SO4 concentrado e mantido resfriado com o auxílio de um banho de gelo. 

Em seguida, 15,0 g de KMnO4 foram gradualmente e cuidadosamente adicionados à mistura 

com agitação para evitar que a temperatura ultrapassasse 20 ºC. Na etapa seguinte, a mistura 

foi agitada a 35 ºC por 2h, sendo então diluída com 250,0 mL de água em banho de gelo para 

manter a temperatura abaixo de 50 ºC. Depois disso, a mistura foi agitada por 2 h e, mais 

700,0 mL de água e 2,0 mL de H2O2 a 30% foram adicionados. Finalmente, a mistura foi 

filtrada e lavada com uma solução aquosa 1:10 de HCl e depois com água. 
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Os SPCEs foram modificados com Au e rGO em uma síntese de uma etapa por co-

redução de HAuCl4 e GO usando voltametria cíclica (JIAN et al., 2018) com uma mistura de 

2,0 mg mL−1 GO (esfoliado por agitação por 48 h em banho ultrassônico por 1 h) e 3,4 mM de 

HAuCl4 em PBS (pH 7,4). Volumes iguais dessas dispersões foram misturados por 5 min sob 

agitação para produzir uma mistura homogênea de 1,0 mg mL−1 de GO e 1,7 mM de Au. 

Misturas frescas foram preparadas antes de cada experimento, com 95,0 µL no eletrodo, e 20 

ciclos de potencial executados de 0 a −1,3 V a 50 mV s−1. Os SPCEs modificados foram lavados 

com água e secos à temperatura ambiente. 

 

3.7 Preparação do imunossensor para CA15-3 

 

A plataforma Au-rGO foi imersa em uma solução etanólica de 50,0 mM de ácido 3-

mercaptopropiônico (MPA, mercaptopropionic acid) por 20 h, lavada com etanol e então 

revestida com 15,0 µL de uma solução 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 µL de anti-CA15-3 (Ab1, 

2,0 µg mL−1) foram dispensados no eletrodo modificado e incubados por 60 min. Para bloquear 

os sítios de ligação não específicos entre o antígeno e a plataforma de detecção, foram 

adicionados 15,0 µL de solução de albumina de soro bovino (BSA, 1% em peso). Entre as 

etapas de preparação subsequentes, o eletrodo modificado foi lavado com solução de PBS. 

 

3.8 Detecção eletroquímica do CA15-3 

 

CA15-3 foi detectado usando o método de imunoensaio sanduíche na qual a enzima 

HRP atua como um bioeletrocatalisador, oxidando hidroquinona (HQ) a benzoquinona (BQ) 

que é posteriormente reduzida na plataforma Au-rGO, como mostrado no Esquema 3b. O 

peróxido de hidrogênio (H2O2) foi utilizado como substrato primário para HRP, possibilitando 

a reação redox da HQ (AKBARI NAKHJAVANI et al., 2018), cujo mecanismo será discutido na 

Seção 5.4. A detecção do CA15-3 foi realizada por meio de voltametria de onda quadrada 

(SWV, square wave voltammetry) que se mostrou o mais sensível entre os métodos 

eletroquímicos (CHAŁUPNIAK; MERKOÇI, 2017). Para isso, uma série de soluções de CA15-3 

(15,0 µL) em diferentes concentrações foram incubadas por 30 min a 20 °C. Para formar 

imunocomplexos sanduíche, 10,0 µL de anti-CA15-3 conjugados com HRP (Ab2, 1,0 µg mL−1) 
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foram adicionados por 30 min. Os SWV foram registrados em solução de PBS (pH 7,4) na 

presença de 2,5 mM de HQ e 2,5 mM de H2O2. Os parâmetros foram tomados com base em 

relatórios anteriores (GE; JIAO; CHEN, 2012; SANGILI et al., 2020). Os seguintes parâmetros 

foram aplicados: faixa de potencial de 0,3 a − 0,25 V, potencial de passo de − 5 mV, amplitude 

de 75 mV e frequência de 2 Hz. A faixa de potencial para detecção de CA15-3 foi limitada a 

0,3 V para evitar a eletro-oxidação do MPA, conforme discutido na Seção 5.3.  

 

3.9 Preparação da plataforma de detecção AuDdrites e do imunossensor para vitamina D 

 

O Esquema 1a ilustra o mecanismo de eletrossíntese das nanoestruturas de dendritos 

de ouro por meio da dessorção 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 µL de eletrólito 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 água e 

secos ao ar (LV et al., 2014). A área superficial eletroquimicamente ativa (ECSA) dos AuDdrites 

foi calculada usando a densidade de carga associada à redução de uma monocamada de óxido 

de ouro, assumindo uma carga específica de 386 µC cm−2 para redução de ouro policristalino 

(DO; SELAND; JOHANNESSEN, 2018). 
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Esquema 1. (a) Mecanismo de eletrossíntese de nanoestruturas de dendritos de ouro em forma 

de árvore por meio da dessorção seletiva da L-cis sobre os planos (111) do Au e (b) 

procedimentos de preparação dos imunossensores: (i) L-cis por 24 h; (ii) incubação do anticorpo 

por 16 h; (iii) BSA por 4 h; (iv) metabólito 25(OH)D3 por 15 min. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O Esquema 1b ilustra a preparação do chip imunossensor. Primeiro, a plataforma de 

detecção AuDdrites/SPCE foi imersa em uma solução aquosa de 50,0 mM de L-cis por 24 h, 

lavada com água e incubada com 15,0 µL de EDC/NHS (ambos a 100,0 mM em água) por 4 h 

a 25 °C. Em seguida, 15,0 µL de anti-25(OH)D3 foram dispensados no eletrodo modificado e 

incubados por 16 h a 4°C. Para bloquear sítios de ligação não específicos, 15,0 µL de solução 

de BSA (1% em peso em PBS 0,01 M) foram adicionados por 4 h a 4°C. Entre cada etapa de 

preparação, o eletrodo foi lavado com uma solução de PBS 0,01 M. 

 

3.10 Detecção eletroquímica da vitamina D 

 

A detecção eletroquímica do 25(OH)D3 foi realizada com medições de SWV em um 

volume de amostra de 100,0 µL contendo 5,0 mM de [Fe(CN)6]
3−/4−. Foram utilizados os 

seguintes parâmetros otimizados: faixa de potencial entre 0 e 0,4 V, potencial de passo de 5 mV, 

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

Anticorpo

(111)a)

b)

(i) (ii) (iii)

(iv)

AuDdrites L-cis BSA

Eletrossíntese 
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3.11 Projeto do sistema fotoeletroquímico e principais características  

 

O sistema fotoeletroquímico na Figura 6 compreende um suporte mecânico e um 

circuito elétrico que inclui um módulo de relé programável para controlar os ciclos ON/OFF do 

LED. A fotocorrente é gerada no sensor e flui por meio de um circuito impresso flexível (FPC, 

flexible printed circuit) de passo de 2,54 mm e três conectores banana para o potenciostato. O 

módulo de relé é alimentado por uma fonte de 12 V e o LED é alimentado por um driver 

comercial de 3W. O suporte mecânico contém cinco peças: (i) uma 'base' projetada para segurar 

o módulo 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 interferência de luz externa. Todas as 

peças foram confeccionadas com impressora 3D da GTMax3D (Brasil), utilizando filamento 

de ácido polilático (PLA) preto de 1,75 mm. As dimensões externas do sistema são 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 utilizável para outras 

aplicações. 
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Figura 6. Foto do sistema fotoeletroquímico à direita, enquanto à esquerda há uma imagem 

renderizada com as partes identificadas individualmente: módulo relé para controlar a 

iluminação dos ciclos ON/OFF, 'base', entrada de fonte de 12 V, conectores para o potenciostato 

(eletrodos de trabalho, contra e de referência), um 'teto' para colocar o LED, uma 'tampa' para 

evitar interferência 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 o 

sensor no conector FPC, sensor. 

 

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

2021. (BOTT-NETO et al., 2021) 

 

3.12 Preparação da plataforma de detecção TiO2@poli[Ni(salen)] e medidas 

eletroquímicas 

 

O complexo [Ni(salen)] foi obtido a partir da condensação de salicilaldeído com uma 

amina, seguido pela etapa de coordenação com íons metálicos de níquel, conforme descrito por 

nosso grupo (BOTT-NETO et al., 2019a; MARTINS et al., 2018). Em resumo, uma solução 

etanólica de etilenodiamina (proporção em volume de 2:5) e salicilaldeído (proporção em 

volume de 3:5) foram misturadas e refluxadas durante 2 h a 40 °C sob uma atmosfera de 

nitrogênio. Depois disso, um precipitado amarelo foi coletado por filtração a vácuo, 

recristalizado em metanol e resfriado à temperatura ambiente. 100,0 mL de etanol foram então 

colocados em um balão de reação e mantido a 40 °C por 30 min sob uma atmosfera inerte para 

remover o ar. Posteriormente, 6,4 mmol do ligante H2salen preparado e 6,4 mmol de acetato de 

níquel (II) foram dissolvidos em 100,0 mL de etanol tratado. A solução foi submetida a refluxo 

por 2h a 40 °C sob atmosfera de nitrogênio. 

Tampa

Teto

Con. Banana

Con.12V

Base

Módulo Relê
Sensor

Deslize

Com. FPC
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Os SPCEs foram modificados com 6,0 µL de uma suspensão de TiO2 comercial 

(1,0 mg mL−1) e secos à temperatura ambiente. Em seguida, o monômero [Ni(salen)], 

sintetizado conforme descrito a cima, foi eletropolimerizado nos eletrodos imersos em uma 

solução 0,1 M de TBAP/CH3CN contendo 5,0 mM de [Ni(salen)]. Seis ciclos entre 0 e 1,2 V a 

100 mV s−1 foram feitos e os eletrodos foram então lavados com etanol. As correntes do PEC 

foram registradas durante as medições cronoamperométricas em 100,0 µL de solução 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 irradiação ON/OFF de 20 s. 

 

3.13 Preparação da plataforma de detecção Ni-gC3N4/TiO2 

 

O nitreto de carbono grafítico (gC3N4) foi sintetizado pela policondensação 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–1) por 4 h e deixado resfriar até a 

temperatura ambiente. O produto de coloração amarela obtido foi retirado do cadinho e disperso 

em 100,0 mL de água 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. Íons de níquel foram 

introduzidos na estrutura gC3N4 pelo método de troca catiônica (ZHAO et al., 2017). Para isso, 

0,1 g de gC3N4 em 2,0 mL de água foi esfoliado em banho ultrassônico por 10 min. Em seguida, 

0,4 g de NiCl2.6H2O foram dissolvidos em 2,0 mL de água. Ambas as soluções foram 

misturadas e mantidas sob agitação por 24 h. O material foi então lavado por centrifugação e 

seco a 60°C durante a noite. Por fim, compósitos Nix-gC3N4/TiO2 (x = 3, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70% em peso de Ni-gC3N4 em TiO2) foram preparados por adsorção. Alíquotas de 5,0 mL de 

soluções contendo 2,0 mg mL–1 de TiO2 e quantidades apropriadas de Ni-gC3N4 foram 

preparadas. O material foi então mantido sob agitação por 24 h e seco a 60 °C. 

Em seguida, os eletrodos foram modificados com 6,0 μL de Nix-gC3N4/TiO2 

(2,0 mg mL–1 de TiO2) e secos sob vácuo à temperatura ambiente. Posteriormente, as 

superfícies dos eletrodos foram funcionalizadas via redução eletroquímica de um sal de aril 

diazônio (EISSA et al., 2018). O sal de 4-carboxifenil diazônio foi preparado in situ misturando 

2,0 mM de ácido p-aminobenzóico com 2,0 mM de NaNO2 em 0,5 M de HCl e agitado durante 

5 min à temperatura ambiente. Três ciclos voltamétricos foram registrados entre 0,2 e −0,6 V a 

100 mV s–1. Os eletrodos são referidos como Amb/Nix-gC3N4/TiO2. 
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3.14 Preparação do imunossensor para PSA 

 

O Esquema 2a ilustra a preparação do imunossensor PEC. Os eletrodos Amb/Ni-

gC3N4/TiO2 foram incubados com 15,0 µL de EDC/NHS (ambos a 100,0 mM em água) por 

30 min a 20°C para ativar o grupo carboxílico do ácido benzóico eletrodepositado. Em seguida, 

15,0 µL de anti-PSA (2,0 µg mL−1) foram dispensados no eletrodo modificado e incubados por 

1 h a 20°C. Para bloquear sítios de ligação não específicos, 15,0 µL de solução de albumina de 

soro bovino (BSA, 1% em peso em água) foram adicionados por 30 min a 20°C. Entre cada 

etapa de preparação, o eletrodo foi lavado com solução de PBS. A detecção de PSA por PEC 

foi realizada usando medidas de cronoamperometria (CA) em um sistema portátil (Esquema 

2b) com uma luz LED de 3W (410 nm; 350 mW cm−2) durante ciclos de irradiação ON/OFF 

de 20 s. Soluções de PSA (15,0 µL) em diferentes concentrações foram incubadas por 30 min 

a 20°C. As fotocorrentes foram registradas em 100,0 µL de solução de PBS (pH 7,4) contendo 

0,1 M de ácido ascórbico (AA) a 0 V vs. potencial de circuito aberto (OCP).  
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Esquema 2. (a) Procedimento de preparação dos imunossensores PEC. (b) O sistema portátil 

usado em experimentos de PEC. 

 

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

2021. (BOTT-NETO et al., 2022) 

 

3.15 Detecção eletroquímica de PSA 

 

Um SPCE modificado com nanopartículas de TiO2, Ni-gC3N4 e aril diazônio foi usado 

como plataforma PEC, conforme ilustrado no Esquema 2. A combinação desses elementos 

aumenta a eficiência da coleta de luz visível e diminui a recombinação de portadores de carga, 

permitindo assim sua aplicação sob luz LED azul (λ = 410 nm). Os anticorpos foram 

imobilizados covalentemente via grupos carboxil do sal de aril diazônio por EDC/NHS. Por 

meio de imunorreações, o PSA foi reconhecido e capturado pelo anticorpo. Quando o LED é 

aceso, pares elétron-buraco são fotogerados na superfície do fotocatalisador, resultando na 

eletrooxidação do ácido ascórbico (AA). Assim, a mudança na fotocorrente induzida pela 

variação da concentração de PSA é detectada.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PARTE I 

 

 

 

Sensores eletroquímicos baseados em papel com nanofitas de grafeno reduzidas para 

detecção simultânea de sulfametoxazol e trimetoprima em amostras de água 

 

Aqui, descrevemos um sensor eletroquímico totalmente impresso em papel com nanofitas de grafeno 

reduzidas capaz de detectar simultaneamente os antibióticos sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima 

(TMP) em amostras de água. Os eletrodos foram impressos em papel manteiga, que é ecologicamente 

correto e tem uma capacidade de impressão eficiente. Um melhor desempenho dos eletrodos foi obtido 

usando um tratamento eletroquímico em solução de tampão fosfato (PBS) a pH neutro. O sensor baseado 

em papel apresentou uma resposta linear de 1 μM a 10 μM para ambos os antibióticos, com limites de 

detecção de 0,09 μM e 0,04 μM para SMX e TMP, respectivamente. 

 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 

  



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

47 

4.1 Caracterização do SPCE 

 

Uma foto do SPCE impresso em papel manteiga é mostrada na Figura 7a. O papel 

utilizado na construção do eletrodo possui fibras curtas e compactas, conforme mostrado nas 

imagens de SEM (Figura 7b-c). A análise do ângulo de contato nas Figura 7d-e confirma o 

caráter hidrofílico do papel (ZHAN et al., 2018), que é uma característica desejada, uma vez que 

substratos hidrofílicos têm altas taxas de transferência de tinta com boa reprodutibilidade (KIM 

et al., 2011).  

 

Figura 7. (a) SPCE; (b) micrografias com aumento de 500 e (c) 3000 vezes; e (d) primeiro e (e) 

último quadros de uma gota de água sobre o papel manteiga (os ângulos de contato também são 

fornecidos); (f) IES e (g) CVs a 50 mV s−1 em 5 mM de [Fe(CN)6]
−4/−3em 0,1 M de solução de 

KCl antes e após o tratamento eletroquímico em meio ácido, básico e neutro. 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 
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Os padrões de XRD para a tinta condutora de carbono na Figura 8 incluem picos de 

difração em 2θ = 26,7° e 2θ = 54,8° atribuídos aos planos (002) e (004) da estrutura grafítica, 

com um espaçamento interplanar de d002 = 0,3 nm (BADENHORST, 2014). 

 

Figura 8. Padrão de XRD da tinta condutora de carbono após o processo de cura. 

 

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 ativação eletroquímica dos SPCEs, o eletrodo foi 

submetido à ciclagem de potencial em meios ácido, básico e neutro. A Figura 7f mostra os 

típicos gráficos de Nyquist do SPCE antes e depois desses tratamentos. A ativação 

eletroquímica dos eletrodos reduz significativamente os valores da resistência de transferência 

de carga (Rct) em até 39 vezes em comparação com o SPCE novo (18,12 kΩ), como mostrados 

pelos valores de Rct que são 1,87, 0,67 e 0,46 kΩ para o SPCE tratado em ácido, básico e meio 

neutro, respectivamente. O aumento da taxa de transferência de elétrons também é observado 

na diminuição da separação entre os picos anódico e catódico (∆E) do processo redox Fe2+/Fe3+. 

Este valor foi de 0,69, 0,75 e 0,56 V para SPCEs tratados em meio ácido, básico e neutro, 

respectivamente, a ser comparado com 0,98 V para o eletrodo não ativado. Além disso, o 

aumento de ∆I (diferença entre as correntes anódica e catódica) também mostra que o SPCE 

tratado em pH neutro apresentou a maior corrente, cujo valor é 56% maior que o eletrodo não 

tratado. O melhor desempenho do SPCE tratado em pH neutro é provavelmente devido à 

remoção de impurezas orgânicas da tinta de carbono e à introdução de grupos carbono-oxigênio 

no eletrodo de trabalho (SU; WANG; CHENG, 2011). 
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A estabilidade estrutural do papel manteiga após esse ser exposto às soluções de trabalho 

(ácidas, básicas e neutras) foi confirmada com análises SEM que não mostram mudanças nas 

fibras do papel devido à imersão por 600 s (Figura 9).  

 

Figura 9. Micrografias em 500 (superior) e 3000 (inferior) vezes de ampliação do papel 

manteiga após imersão em (a-b) 0,5 M de H2SO4, (c-d) 0,5 M de NaOH e (e-f) PBS (pH 7,0). 

 

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 solução básica e neutra 

são semelhantes aos do papel novo. Quando imerso em uma solução ácida, o espectro do papel 

mostra uma banda fraca em 1738 cm−1, típica de grupos carboxílicos (COSERI et al., 2015), 

indicando que neste meio o papel sofre uma leve oxidação. Portanto, o papel manteiga utilizado 

na construção dos SPCEs apresenta excelente estabilidade química e estrutural para aplicações 

em meio aquoso em diferentes pHs, na qual a estabilidade é maior em pH neutro e básico 

seguido de pH ácido. 
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Figura 10. Espectros de FTIR do papel manteiga (a) antes e depois do tratamento nas soluções 

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−1 com resolução de 4 cm−1 (512 interferogramas cada 

espectro). 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 

 

4.2 Caracterização das rGNs 

 

A Figura 11a exibe imagens de TEM dos MWCNTs usados na síntese dos rGNRs com 

diâmetro médio de ~10 nm. Em contraste, as rGNRs sintetizadas pelo método de 

descompactação 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 redução das nanofitas é necessária para aumentar a condutividade das GNRs 

(KOSYNKIN et al., 2009). Análises RAMAN e de XPS foram realizadas para determinar a 

extensão da formação e redução de tais grupos de oxigênio. A Figura 11c mostra os espectros 

Raman típicos de materiais à base de grafite para MWCNT, GNR e rGNR. Os picos em 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

 C=O

estira.

d

c

b

1735

T
ra

n
s
m

it
â

n
c
ia

 (
u

n
id

a
d
e

 a
rb

.)

Númmero de onda (cm-1)

 Papel manteiga

 Submergido em H2SO4

 Submergido em NaOH

 Submergido em tampão

a

1431

  C-O

 estira.

 C-O-C

estira.

 O-H

 dob.diamante
 C-H

estira.

 O-H

estira.

3332

3284

2910
1640

1431

1161

1050

1028

C2 C1

1800 1600 1400

 Papel

 Submergido em H2SO4

a)



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

51 

1345 cm−1 e 1585 cm−1 correspondem às bandas convencionais D e G, respectivamente 

(FERRARI; BASKO, 2013). A relação entre as áreas das bandas D e G (AD/AG) é maior para 

nanofitas do que para nanotubos, o que indica um aumento do número de defeitos na estrutura 

grafítica. Além disso, após a redução das nanofitas, a relação AD/AG sugere uma diminuição no 

número 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 desconvoluídos de (d) MWCNT, (e) GNR e (f) rGNR; espectros de C 

1s desconvoluídos de (g) MWCNT, (h) GNRs e (i) rGNR. 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 

 

A composição química determinada por análises de XPS mostra um aumento no 

conteúdo de oxigênio de 5% a 31% após a abertura dos nanotubos (Figura 12). Por outro lado, 

o tratamento com ácido ascórbico reduziu a quantidade total de espécies de oxigênio para 17%. 

As Figuras 11g-i exibem os espectros de C 1s desconvoluídos. Todos os materiais mostram 

picos em ~284 e ~285 eV atribuídos ao carbono nas estruturas grafítica (sp2) e alifática (sp3). 
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hidroxilas, que aumentam consideravelmente quando os nanotubos são abertos (Figura 11g) e 

diminuem após sua redução (Figura 11i). Além disso, a partir da análise de XPS, é notado que 

após o tratamento com ácido ascórbico 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) MWCNTs, (b) GNRs, (c) 

rGNRs. As composições atômicas também são mostradas. 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 
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A Figura 13a mostra os DPVs em PBS (pH 7,0) do SPCE e rGNR/SPCE na presença 

dos antibióticos SMX e TMP (10,0 µM cada). O SPCE exibe picos em ± 0,7 e ± 0,9 V 

associados à detecção de SMX e TMP, respectivamente. O uso de rGNR aumenta 

consideravelmente a sensibilidade para a detecção simultânea, com a corrente de pico 

aumentando em 33 e 56% para SMX e TMP, respectivamente. A Figura 13b mostra que a 

detecção simultânea é mais eficiente em pH 5,0 e 6,0. Embora as correntes sejam maiores em 

1200 1000 800 600 400 200 0

1200 1000 800 600 400 200 0

1200 1000 800 600 400 200 0

Nome   At% 

C 1s   83  

O 1s   17

Nome   At% 

C 1s   69  

O 1s   31

Nome   At% 

C 1s   95  

O 1s   5

O 1s

C 1s

N 1s

O 1s

In
te

n
s
id

a
d
e
 (

u
n
id

a
d
e
 a

rb
.)

C 1s

S 2p

O 1s

C 1s

b

a

Energia de ligação (eV)

c

S 2p
N 1s

a)



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

53 

pH 5,0, a separação de pico para SMX e TMP é maior em pH 6,0, razão pela qual o último pH 

foi escolhido para os experimentos de detecção subsequentes. 

 

Figura 13. (a) Medidas de DPV realizadas em PBS (pH 7,0) em um intervalo de potencial de 

0,4 a 1,1 V para o SPCE não 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 µM de SMX e TMP. 

 

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 µL de uma dispersão 

contendo 1,0 mg mL−1 do material eletrocatalítico. Um aumento de 10 vezes na concentração 

de rGNR diminui a sensibilidade do eletrodo, uma vez que o pico relacionado à detecção de 

TMP não é mais observado. Provavelmente, essa perda de sensibilidade se deve ao 

empilhamento de nanofitas de grafeno durante a secagem, resultando em uma estrutura 

grafítica, 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 µL de uma dispersão 1,0 mg mL−1 de rGNR. O 

experimento foi realizado na presença de 10,0 µM de SMX e TMP. 

  

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 

 

4.4 Curvas analíticas, repetibilidade e estudo de reprodutibilidade 

 

A Figura 15 mostra a resposta do sensor para a detecção simultânea do SXM e TMP. 

O sinal de corrente de pico anódico aumenta linearmente com o aumento da concentração de 

SMX e TMP no intervalo de 1,0 a 10,0 µM (Figura 15b-c). As equações de regressão linear 

para SMX e TMP são Corrente (A) = 0,014 × CSMX (M) + 5,60 × 10−9 (r = 0,996, n = 3) e 

Corrente (A) = 0,029 × CTMP (M) + 2,04 × 10−7 (r = 0,995, n = 3), respectivamente. O limite de 

detecção (LOD) foi calculado por meio da equação LOD = 3Sb / b, na qual Sb é o desvio padrão 

do branco (n = 10) e b é a inclinação da curva analítica, conforme recomendado pela IUPAC 

(MOCAK et al., 1997). O LOD para SMX e TMP foi estimado em 0,09 µM e 0,04 µM, 

respectivamente. 
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Figura 15. (a) Perfis de DPV e (b, c) curvas analíticas do sensor para quantificação simultânea 

de SMX e TMP em pH 6,0. 

 

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 detecção individual dos antibióticos. As curvas 
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(A) = 0,030 × CTMP (M) + 2,094 × 10−7 (r = 0,994, n = 3) para TMP. Os valores estimados de 

LOD para detecção individual de SMX e TMP são iguais aos da detecção simultânea. 
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Figura 16. Perfis de DPV obtidos de 0,4 a 1,1 V e curvas analíticas do sensor para quantificação 

individual de (a, c) SMX e (b, d) TMP. 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 
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Tabela 1. Comparação dos resultados obtidos da literatura de sensores eletroquímicos para 

detecção simultânea dos antibióticos SMX e TMP. 

Plataforma 

eletroquímica 

Faixa linear para 

SMX (µM) 

Faixa linear para 

TMP (µM) 

LOD para 

SMX (µM)  

LOD para 

TMP (µM) 

Ref. 

GR-ZnO/GCE 1 - 40; 40 - 170 1 - 10; 10 - 170 0,4 0,3 (YUE; LI; ZHAO, 2020) 

Parafina/SbNPs-

MWCNT 

0,1 - 0,7 0,1 - 0,7 0,024 0,031 (SANTOS ANDRADE et al., 2010) 

GCE 55,0 - 395,0 10,5 - 104,0 8,52 0,931 (CALAÇA 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) 

Fe3O4-MWCNT/GCE 0,1 - 0,5 0,1 - 0,5 0,011 0,021 (BHENGO et al., 2018) 

SPCE baseado em 

papel 

1,0 - 10,0 1,0 - 10,0 0,09 0,04 Este trabalho 

Notas GR-ZnO/GCE: eletrodos de carbono vítreo modificados com grafeno e nanobastões de ZnO. 

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

de antimônio. 

GCE: eletrodo de carbono vítreo 

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

AgNPs-rGO/GCE: nanopartículas de prata e eletrodo de carbono vítreo modificado com compósito de óxido de grafeno reduzido. 

Fe3O4-MWCNT/GCE: nanotubos de carbono de paredes múltiplas decorados com nanopartículas de Fe3O4 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 µM dos antibióticos em 0,1 M de PBS (pH 6,0). A repetibilidade foi verificada 

usando o mesmo eletrodo (medição intra-eletrodo), na qual 5 medições da corrente de pico de 

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

respectivamente. Para o estudo de reprodutibilidade, 5 medições com sensores novos (medição 

entre eletrodos) foram realizadas nas mesmas condições. O sensor proposto apresenta um valor 

de RSD satisfatório de 4,42 e 4,47% para SMX e TMP, respectivamente. 
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Figura 17. Estudo de (a) repetibilidade e (b) reprodutibilidade na presença de 10,0 µM 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. 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 
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análise simultânea indicaram valores de recuperação entre 97,8 e 102,0% com um RSD abaixo 

de 4%.  

 

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

Sinal Adicionado 

(µM) 

Encontrado 

(µM) 

Recuperado 

(%) 

RSD 

(%) 

SMX 1,0 1,0 102,0 3,5 

TMP 1,0 1,0 100,1 3,8 

SMX 4,9 4,9 98,5 2,0 

TMP 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 possíveis substâncias interferentes a 

30 µM, com resultados de DPV normalizados pelos picos de oxidação dos antibióticos a 

10,0 µM. A Figura 18 mostra mudanças relativas variando de −6,9 a +2,9% para amoxicilina, 

carbonato, colecalciferol, β-estradiol, hidroquinona e sulfato. Portanto, a especificidade do 

sensor para a detecção simultânea dos antibióticos é confirmada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

60 

Figura 18. Seletividade do sensor na presença de 10,0 µM dos antibióticos e 30,0 µM dos 

interferentes (amoxicilina, carbonato, colecalciferol, β-estradiol, hidroquinona e sulfato). Os 

experimentos foram realizados por DPV em 0,1 M de PBS (pH 6,0) em um intervalo de 

potencial de 0,4 a 1,1 V. 

 

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

2021. (MARTINS et al., 2021) 

 

4.6 Conclusões parciais 

 

Neste trabalho, um sensor eletroquímico baseado em papel totalmente impresso 

modificado com nanofitas de grafeno reduzidas para a detecção de SMX e TMP foi 

desenvolvido. O SPCE apresentou melhor desempenho quando tratado eletroquimicamente em 

meio neutro em comparação aos tratamentos ácido e básico. A adição da rGNR aumenta a 

sensibilidade do sensor para a detecção dos antibióticos. Além disso, estudos de 

reprodutibilidade, repetibilidade e interferência atestam a confiabilidade do sistema, cuja 

detecção ocorre entre 1 e 10 µM com limites de detecção de 0,04 e 0,09 µM para SMX e TMP, 

respectivamente.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PARTE II 

 

 

 

Imunossensor eletroquímico tipo sanduíche contendo o compósito Au-rGO para detecção do 

marcador tumoral CA15-3 

 

Nesta parte, desenvolvemos um imunossensor eletroquímico tipo sanduíche capaz de detecção rápida 

de CA15-3 dentro de uma ampla faixa de concentração linear de 0,1 fg mL−1 a 1,0 µg mL−1com um 

limite de detecção (LOD) de 0,08 fg mL−1. O imunossensor possui uma matriz de um filme camada por 

camada de nanopartículas de Au e óxido de grafeno reduzido (Au-rGO) co-eletrodepositado em 

eletrodos serigrafados de carbono (SPCE). A alta sensibilidade foi alcançada usando anticorpos 

secundários (Ab2) marcados com peroxidase de rábano (HRP) na presença de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) como amplificadores de sinal e hidroquinona (HQ) como mediador eletrônico. O imunossensor 

foi seletivo para CA15-3 em amostras de soro humano e saliva artificial, robusto e estável para permitir 

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

 

 

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

2022)  
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5.1 Otimização do tratamento eletroquímico 

 

Os SPCEs foram tratados por voltametria cíclica entre −2,5 e 2,5 V a 100 mV s−1 em 

solução de PBS (pH 7,4). O efeito do número 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 impedância (gráfico de Bode) do SPCE 

novo mostram que a resistência a transferência de carga diminui de 21 para 15 ou 13 kΩ quando 

o potencial de eletrodo é ciclado uma ou duas vezes, respectivamente, Figura 19b. Dois ciclos 

forneceram eletrodos estáveis e reprodutíveis. Além disso, a reprodutibilidade do eletrodo com 

5 ciclos é ligeiramente inferior e pode estar associada à oxidação do carbono. Portanto, 2 ciclos 

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

 

Figura 19. (a) Espectros de EIS e (b) valores médios de impedância para os SPCEs antes e 

depois da limpeza eletroquímica com n ciclos (n = 1, 2 ou 5) registrados em solução PBS 

(pH 7,4) contendo 5,0 mM de [Fe(CN)6]
3–/4–. 

 

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

2022) 
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5.2 Caracterização da plataforma de detecção 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−1 são características de vibrações O-H (dos grupos 

hidroxila e carbonila) e dos grupos C=O, respectivamente. Por outro lado, as bandas em 1486, 

1283 e 1102 cm−1 podem ser atribuídas à deformação O-H, estiramento C-OH e estiramento C-

O, respectivamente. Todas as bandas observadas aqui são encontradas em compostos à base de 

óxido de grafeno (XU et al., 2008). Os difratogramas de grafite e óxido de grafeno são mostrados 

na Figura 20b. O difratograma de grafite exibe um pico de difração em 2θ = 26º com um 

espaçamento entre camadas de ~0,3 nm. Em contraste, após a oxidação, um pico em 2θ = 11º 

correspondente ao plano (002) com um espaçamento 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 óxido 

de grafeno devem ser "mais espessas" com o oxigênio ligado covalentemente e o deslocamento 

de sp3 com átomos 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 o espaçamento entre camadas 

determinado por XRD. Portanto, os valores de espessura encontrados indicam que o GO 

esfoliado possui uma estrutura de camada única (BAI; LI; SHI, 2011), que são essenciais para 

uma co-eletrodeposição satisfatória de Au-rGO (JIAN et al., 2018).  
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Figura 20. (a) Espectro de FTIR preparado com pastilha de KBr, (b) padrão de XRD e (c-d) 

imagem de AFM do óxido de grafeno. 

 

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

2022) 

 

A Figura 21 exibe o 1º e o 20º CV durante a eletrorredução de GO, Au e Au-GO. O 

eletrodo modificado com Au exibe dois picos em −0,45 V e −0,76 V atribuídos à eletrorredução 

de Au3+ para Au+ e Au+ para Au0, respectivamente (Figura 21a) (DE SÁ et al., 2011). A 

eletrorredução de GO para rGO é denotada por um pico em −0,98 V na Figura 21b, que 

também ocorre quando GO e Au são co-eletrorreduzidos para formar Au-rGO na Figura 21c.  
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Figura 21. Voltamogramas cíclicos obtidos durante a eletrodeposição para eletrodos com (a, d) 

AuNPs, (b, e) rGO e (c, f) Au-rGO em solução de PBS (pH 7,4) a 100 mV s−1. À direita e à 

esquerda são mostrados o primeiro e o vigésimo ciclo, respectivamente. 

 

 

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

2022) 

 

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

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-eletrorredução de Au e GO 

empregando diferentes números de ciclos e avaliada a resposta dos eletrodos na presença de 

HQ e H2O2. Conforme mostra a Figura 22, os eletrodos preparados com 20 e 30 ciclos exibem 

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

modificado com apenas 5 ciclos. Portanto, 20 ciclos foram escolhidos como o parâmetro 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 solução de PBS contendo 2,5 mM de HQ e 2,5 mM de H2O2. 

 

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

2022) 

 

A Figura 23a mostra os voltamogramas cíclicos em 0,5 M de H2SO4 para confirmar a 

plataforma Au-rGO com um pico amplo em ~1,11 V característicos do óxido de ouro. Há 

também um pico de redução em ~0,63 V relacionado à redução de óxido de ouro. A impedância 

nos gráficos 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 eletroquímicos, especialmente 

porque a condutividade pode ser afetada negativamente após a incorporação das biomoléculas.  
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Figura 23. (a) Voltamogramas cíclico do rGO e Au-rGO em 0,5 M de H2SO4 a 20 mV s−1. (b) 

Curvas de impedância (gráficos de Bode) para os eletrodos AuNPs e Au-rGO (a inserção mostra 

os valores médios). (c) e (d) Imagens de SEM em seção transversal para a plataforma Au-rGO. 

(e) Gráficos de Bode para os diferentes estágios de fabricação do imunossensor. (f) Imagem de 

SEM do imunossensor desenvolvido. 

 

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 ampliações, a partir das 

quais foram obtidas espessuras médias em 50 regiões distintas para as diferentes camadas. A 

espessura média foi de 102 ± 1,6; 12,6 ± 2,2 e 0,3 ± 0,1 µm, para as camadas PET, carbono e 

Au-rGO, respectivamente. Uma análise de espectroscopia de dispersão de energia de raios-X 

(EDS) confirmou que a camada mais clara na Figura 23d se refere ao depósito de ouro, 

indicando que o composto Au-rGO está concentrado na camada de carbono (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

100 102 104
0

3

6

9

|Z
| (

k
W

)

Frequência (Hz)

d)

a)

5 µm

b)

Au-rGO

3 |Z| (kW)

AuNPs

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
-15

-10

-5

0

5

10

C
o

rr
e

n
te

 (
m

A
)

Potencial (V)Ag/AgCl

 rGO

 Au-rGO

Epóxido

Grafite

Au-rGO

PET

c)

50 µm

Epóxido

Epóxido

PET

100 102 104
0

5

10

15

20

25

|Z
| (

k
W

)

Frequência (Hz)

 MPA/Au-rGO

 BSA/Ab1/MPA/Au-rGO

 CA15-3/BSA/Ab1/MPA/Au-rGO

 Ab2/CA15-3/BSA/Ab1/MPA/Au-rGO

e)

f)

5 µm



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

68 

Figura 24. (a) e (c) imagem de SEM em seção transversal de Au-rGO; (b) análise EDS; (d) 

mapeamento EDS. 

 

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

2022) 

 

5.3 Determinação do potencial de oxidação do ácido 3-mercaptopropiônico 

 

O MPA foi usado para imobilizar os anticorpos Ab1. A estabilidade desta molécula sobre 

a superfície da plataforma foi estudada com respectivas mudanças no potencial de detecção 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 à eletrooxidação de MPA, que começa em 

0,33 V. Assim, o potencial limite superior foi definido como 0,3 V. 
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Figura 25. 1ª varredura para potenciais mais positivos da plataforma Au-rGO, antes e após 

incubação com MPA. Medidas realizadas em solução de PBS (pH 7,4) a 20 mV s−1. 

 

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

2022) 

 

5.4 Comportamento eletroquímico e caracterização do imunossensor 

 

O Esquema 3 ilustra o princípio analítico do imunossensor eletroquímico para a 

detecção de CA15-3. O anticorpo Ab1 foi usado como sonda de captura e o anticorpo Ab2 

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

imune sanduíche foi obtido por meio de interações específicas anticorpo-antígeno, formando o 

sistema Ab2/CA15-3/BSA/Ab1/MPA/Au-rGO.  
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Esquema 3. (a) Ilustração da preparação das plataformas Au-rGO por co-eletrorredução in situ 

de GO e Au. (b) Diagrama esquemático do imunossensor eletroquímico sanduíche usando uma 

enzima HRP para detecção de CA15-3. As reações nos (b1) sítios ativos da enzima e (b2) na 

superfície do eletrodo também são mostradas. 

 

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

2022) 

 

O mecanismo eletroquímico da reação da hidroquinona na presença do biossensor 

marcado com HRP e H2O2 é descrito abaixo (AFSHARAN et al., 2016; AKBARI NAKHJAVANI 

et al., 2018): 

𝐻𝑅𝑃(𝐹𝑒𝐼𝐼𝐼) + 𝐻2𝑂2 → 𝐻𝑅𝑃(𝐹𝑒𝐼𝑉) + 𝐻2𝑂     Equação 1 

H𝑅𝑃(𝐹𝑒𝐼𝑉) + 𝐻𝑄 → 𝐻𝑅𝑃(𝐹𝑒𝐼𝐼𝐼) + 𝐵𝑄     Equação 2 

𝐵𝑄 + 2𝐻+ + 2𝑒− → 𝐻𝑄        Equação 3 

 

O H2O2 na solução é inicialmente reduzido pela enzima HRP (FeIII). Em seguida, a 

enzima HRP (FeIV) é regenerada com o mediador HQ, enquanto este é oxidado a benzoquinona 

(BQ). Por último, o BQ é reduzido eletroquimicamente na superfície do eletrodo. Aqui foi usada 

a SWV para quantificar a concentração de CA15-3. 

A construção do imunossensor foi avaliada usando diferentes métodos. A Figura 23e 

mostra os gráficos de Bode registrados em solução de PBS (pH 7,4) com 5,0 mM de [Fe(CN)6]
3–

/4–, na qual a impedância aumenta gradualmente conforme as biomoléculas são adicionadas. 

Imagens de SEM em diferentes ampliações foram registradas e nenhuma mudança na topografia 
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da superfície foi observada, sugerindo que a estrutura do composto Au-rGO permanece estável 

ao longo deste processo (Figura 26).  

 

Figura 26. Imagens de SEM com ampliação de 5 k (esquerda) e 25 k vezes (direita) de Ab1/Au-

rGO (imagens a e e), BSA/Ab1/Au-rGO (imagens b e f), CA15-3/BSA/Ab1/Au-rGO (imagens 

c e g) e Ab2/CA15-3/Ab1/Au-rGO (imagens d e h). 

 

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

2022) 

 

É importante salientar que as imagens de SEM do eletrodo Au-rGO exibem uma 

estrutura mais porosa do que o SPCE não modificado (Figura 27). Esta maior rugosidade 

produz uma área de superfície maior para a ligação de anticorpo, o que pode minimizar o 
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impedimento estérico e melhorar a eficiência da reação de anticorpos e antígenos CA15-3 

(WELCH et al., 2017). 

 

Figura 27. Imagens de SEM de (a) SPCE e (b) Au-rGO/SPCE. 

 

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

2022) 

 

5.5 Otimização da preparação do imunossensor 

 

A eficiência de um imunossensor eletroquímico depende de sua composição, morfologia 

e arquitetura molecular. Portanto, foram otimizados os parâmetros de fabricação, começando 

com a concentração de Ab1 seguido pelo tempo de incubação. Mudanças na impedância 

medidas por EIS foram usadas como referência no procedimento de otimização. A impedância 

em 0,1 Hz (região governada por mudanças na dupla camada elétrica) é mostrada na Figura 28 

para diferentes concentrações de Ab1 e diversos tempos de incubação. Foi selecionado uma 

concentração de Ab1 de 2,0 µg mL−1 para construção do imunossensor porque a impedância foi 

maior do que para uma concentração de 1,0 µg mL−1, indicando um maior número de Ab1 

imobilizado, e porque houve uma diminuição da reprodutibilidade para concentrações de 

5,0 µg mL−1 e acima. O tempo de incubação foi escolhido em 60 min, o que foi suficiente para 

adsorver uma grande quantidade de Ab1 com boa reprodutibilidade, como observado nos 

valores de impedância. 
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Figura 28. Otimização da preparação do imunossensor: mudança na impedância (0,1 Hz) 

conforme a concentração de Ab1 (a) e o tempo de incubação (b) foram variados. Todas as 

análises de EIS foram registradas em solução de PBS (pH 7,4) com 5,0 mM de [Fe(CN)6]
3–/4– 

e n = 5. 

 

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

2022) 

 

5.6 Desempenho analítico do imunossensor para detecção de CA15-3 

 

Sob as condições otimizadas, o imunossensor foi submetido a soluções com várias 

concentrações de CA15-3. A curva analítica na Figura 29 é linear com o logaritmo da 

concentração no intervalo de 0,1 fg mL−1 a 1,0 µg mL−1 com um coeficiente de correlação de 

0,993. A equação de regressão é I (μA) = −0,936 log C (ng mL−1) − 48,602, na qual I representa 

a intensidade da corrente e C é a concentração de CA15-3. O limite de detecção foi 0,08 fg mL−1 

(calculado com LOD = 3Sb/b, na qual Sb é o desvio padrão do branco (BSA/Ab1/MPA/Au-rGO, 

n = 15) e b é a inclinação da curva analítica (MOCAK et al., 1997)). O LOD do imunossensor é 

o menor em comparação com os valores de outros métodos de detecção de biomarcadores de 

câncer de mama presentes na literatura. Além disso, apresenta uma faixa linear mais ampla, 

conforme apresentado na Tabela 3. 
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Figura 29. Detecção eletroquímica do CA15-3 realizada no intervalo de potencial de 0,3 

a − 0,25 V (vs. Ag/AgCl) em solução de PBS (pH 7.4) na presença de 2,5 mM de HQ e 

2,5 mM de H2O2. (a) Curva analítica e (b) resposta de SWV do imunossensor a concentrações 

crescentes de CA15-3 de 0,1 fg mL−1 a 1,0 µg mL−1. O branco é o sinal de BSA/Ab1/MPA/Au-

rGO. 

 

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 visão geral dos métodos para determinar biomarcadores de câncer de mama. 

Método de 

detecção 

Biomarcador de 

câncer de mama 

Faixa linear  LOD  Ref. 

Amperométrico HER-2 2 pg mL−1 - 12,5 ng mL−1 12 pg mL−1 (CARVAJAL et al., 2018) 

SPRi CEA 0,40 - 20 ng mL−1 0,12 ng mL–1 (SZYMANSKA et al., 2020) 

Amperométrico HER2-ECD 7,5 - 50 ng mL−1 0,16 ng mL−1 (FREITAS; NOUWS; DELERUE-

MATOS, 2019) 

ECL CEA 5,0 pg mL−1 - 300 ng mL−1 0,25 pg mL−1 (HU et al., 2021) 

Amperométrico HER2-ECD 5,0 - 50 ng mL−1 e 50 - 

100 ng mL−1 

2,8 ng mL–1  (FREITAS et al., 2020) 

CLIA CEA 0,1 - 60,0 ng mL−1 0,05 ng mL−1 (LI et al., 2018a) 

Amperométrico MMP-9 8,0 - 75 pg mL−1 e 75 - 

10000 pg mL−1 

12 pg mL−1  (ARÉVALO et al., 2021) 

PEC CEA 2,0 pg mL−1 - 10 ng mL–1 1,3 pg mL−1 (WEI et al., 2019) 

Amperométrico CEA 0,01 - 75,0 ng mL–1 3,9 pg mL–1 (SHEKARI; ZARE; FALAHATI, 

2021) 

Amperométrico ErbB2 1,0 - 200,0 ng mL−1 0,22 ng mL−1 (ZHONG et al., 2020) 

Amperométrico CA15-3 1,0 - 240 ng mL−1 0,6 ng mL−1 (YANG et al., 2008) 

Amperométrico CA15-3 5,0 pg mL−1 - 100 ng mL−1 5,0 pg mL−1 (WU et al., 2013) 

Impedimétrico CA15-3 0,5 - ,0 ng mL−1 0,39 ng mL−1 (ARORA; TOMAR; GUPTA, 2017) 

Amperométrico CA15-3 1,0 fg mL−1 - 0,1 µg mL−1 0,35 fg mL−1 (LIU et al., 2017) 

Amperométrico CA15-3 0,1 fg mL−1 -1 µg mL−1 0,08 fg mL−1 Este trabalho 

Notes  SPRi ressonância plasmônica de superfície 

ECL luminescência eletroquímica 

CLIA imunoensaio de quimiluminescência 

PEC fotoeletroquímica  

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

2022) 

 

5.7 Avaliação da estabilidade, reprodutibilidade, seletividade e armazenamento do 

imunossensor 

 

A estabilidade e a reprodutibilidade são indicadores essenciais do desempenho do 

imunossensor, que foram determinados aqui com a detecção de 1,0 µg mL−1 de CA15-3, e os 

resultados são mostrados na Figura 30a. A estabilidade foi verificada usando o mesmo eletrodo 

(medição intra-eletrodo), na qual 5 medições resultaram em um RSD de 0,8%. Para o estudo de 

reprodutibilidade, 5 medições com imunossensores novos (medição entre eletrodos) foram 

realizadas nas mesmas condições, e o RSD foi de 9,2%. Para confirmar a confiabilidade do 

imunossensor, as substâncias BSA, PSA, p53, vitamina D3 e vitamina C a 1,0 µg mL−1 e sua 

mistura (1,0 µg mL−1 cada) foram selecionadas como potenciais interferentes na determinação 

de CA15-3. Conforme mostrado na Figura 30b, a resposta de sinal de corrente para esses 

interferentes é comparável ao valor encontrado para o branco. Além disso, a mistura exibiu 
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valores comparáveis ao CA15-3 puro. Quando o imunossensor sanduíche (Ab2/CA15-

3/BSA/Ab1/MPA/Au-rGO) foi armazenado a 4°C, houve perda de 3 e 13% nas respostas 

primárias por 4 e 31 dias, respectivamente, indicando uma excelente estabilidade em 

comparação 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 µg mL−1 de CA15-3 (n = 5). (b) Seletividade do imunossensor com 1,0 µg mL−1 de CA15-

3 e substâncias interferentes: BSA, PSA, p53, vitamina D3 e vitamina C a 1,0 µg mL−1. 

Resultados da resposta SWV do imunossensor conduzido em solução de PBS (pH 7,4) de 0,3 

a − 0,25 V (vs. Ag/AgCl). 

 

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

2022) 

 

5.8 Desempenho analítico em amostras de soro humano e saliva artificial 

 

Para estudar a viabilidade do imunossensor em aplicações práticas, analisamos amostras 

de soro humano e saliva artificial. Soro humano e saliva artificial foram diluídos em solução de 

PBS (1:100, v/v) e enriquecidos com três concentrações conhecidas de CA15-3, cobrindo a 

curva analítica. As concentrações de CA15-3 foram calculadas por interpolação com a curva 

analítica (Figura 29a). As recuperações 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 detecção de CA15-3 em matrizes complexas. 
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Tabela 4. Valores de recuperação para os imunossensores incubados com 1 × 10−16, 1 × 10−12 e 

1 × 10−6 g mL−1 CA15-3 em soro humano e amostras de saliva artificial diluídos (P = 0,05; 

n = 5). 

Soro humano Saliva artificial  

Adicionado 

(g mL–1) 

Encontrado 

(g mL–1) 

Recuperado 

(%) 

Encontrado 

(g mL–1) 

Recuperado 

(%) 

1 × 10−16 1,0 × 10−16 100,9 ± 7,4 0,9 × 10−16 98,6 ± 8,2 

1 × 10−12 0,9 × 10−12 97,4 ± 6,7 1,0 × 10−12 99,6 ± 5,8 

1 × 10−6 1,0 × 10−6 103,6 ± 9,3 1,0 × 10−6 101,8 ± 9,1 

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

2022) 

 

5.9 Conclusões parciais 

 

Um imunossensor eletroquímico ultrassensível para monitoramento de CA15-3 foi 

desenvolvido. Usamos uma técnica simples de eletrodeposição para produzir nanoestruturas 3D 

de Au-rGO sobre SPCEs, o que resultou em uma superfície robusta, homogênea e de alta 

condutividade. Este compósito também apresentou uma grande área de superfície para ligação 

de anticorpos e foi adequado para preservar a atividade das biomoléculas. O LOD foi o menor 

encontrado na literatura para detecção de biomarcador de câncer de mama. O imunossensor 

também exibiu uma ampla faixa linear, excelente estabilidade e resultados confiáveis na análise 

de soro e saliva artificial. O imunossensor é promissor para rastreamento, teste rápido e 

descentralizado do câncer de mama CA15-3, permitindo monitoramento e diagnóstico precoce. 

De fato, com este imunossensor, pode-se vislumbrar a detecção em amostras menos invasivas 

como a saliva, cujo nível 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 aplicações no local de atendimento.  
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PARTE III 

 

 

 

Imunosensor eletroquímico sem rótulo feito com dendritos de ouro em forma de árvore para 

monitorar o metabólito 25-hidroxivitamina  

 

Neste capítulo, relatamos chips imunossensores flexíveis e livres de rótulos feitos com dendritos de ouro 

em forma de árvore formados eletroquimicamente por dessorção seletiva da L-cisteína (L-cis) sobre os 

planos (111) do ouro. A eletrodeposição foi usada porque é escalável, econômica e, por permitir o 

crescimento rápido e direto de estruturas dendríticas de Au hiperramificadas. O metabólito 25-

hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) foi detectado em 15 minutos com limite de detecção de 0,03 ng mL−1. 

Este alto desempenho foi possível devido à otimização cuidadosa da camada eletroativa e das condições 

de trabalho para com a voltametria de onda quadrada. A eletrocristalização foi manipulada controlando 

o potencial de deposição e a razão molar entre HAuCl4 e L-cis. A detecção do metabólito foi realizada 

em amostras de soro humano e saliva com recuperação 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 Princípio de detecção 

 

Um SPCE modificado com AuDdrites foi utilizado como plataforma de detecção 

eletroquímica, conforme ilustrado no Esquema 1. Essas nanoestruturas possuem alta 

condutividade e biocompatibilidade que proporcionam uma grande área de superfície para 

imobilização de anticorpos. Os anticorpos foram imobilizados covalentemente via ligação 

carbodiimida com EDC/NHS. O anticorpo reconheceu e capturou 25(OH)D3 por meio de 

imunorreações. A corrente gerada na superfície do catalisador surge da eletrooxidação da sonda 

redox ([Fe(CN)6]
3−/4−). Os imunocomplexos entre anticorpos e metabólitos atuam como uma 

camada isolante, bloqueando parcialmente a difusão da sonda redox. Assim, a mudança na 

corrente induzida pela variação da concentração de 25(OH)D3 é detectada. 

 

6.2 Caracterização e optimização da plataforma de detecção eletroquímica  

 

A Figura 31 mostra os resultados compilados durante a otimização da eletrossíntese de 

AuDdrites sobre SCPE. Os depósitos de Au foram sensíveis 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 nanopartículas e estrelas), enquanto potenciais de − 0,8 a 

− 1,0 V produz nanoestruturas dendríticas de ouro semelhantes a árvores.  
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Figura 31. Imagens de SEM-FEG de AuDdrites preparados em 0,5 M de H2SO4 com razão 

molar de 1:20 de HAuCl4 para L-cis em (a) − 0,4 V, (b) −0,6 V, (c) −0,8 V, (d) −1,0 V. Imagens 

SEM-FEG de AuDdrites a −0,8 V com diferentes razões molares de HAuCl4 para L-cis: (e) 

1:5, (f) 1:20, (g-h) 1:40. (i) Padrão de XRD dos AuDdrites preparados a −0,8 V com razão 

molar de 1:40 de HAuCl4 para L-cis. (j) Voltamogramas cíclicos e (k) ECSA de eletrodos 

AuDdrites/SPCE em 0,5 M de H2SO4 a 20 mV s−1. 

 

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 31e-h, a síntese de estruturas dendríticas de Au com 

diferentes comprimentos e densidades pode ser controlada variando a razão molar entre HAuCl4 

e L-cis. Dendritos mais volumosos com áreas de superfície maiores são observados aumentando 

a proporção molar de L-cis para ouro, de 1:5 para 1:40. O padrão de XRD dos AuDdrites sobre 

SPCE na Figura 31i mostra estruturas cristalinas com uma rede cúbica de face centrada com 

picos em 2θ = 38,2° (111), 44,4° (200), 64,6° (220), 77,7° (311) (BOTT-NETO et al., 2014). Os 

voltamogramas cíclicos para os eletrodos AuDdrites na Figura 31j exibem um perfil típico de 

ouro, mostrando um pico amplo de oxidação relacionado à formação de óxido entre 0,8 e 1,15 V 

e um pico de redução em ~0,55 V atribuído à redução de óxido de ouro a ouro metálico. Um 
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aumento na intensidade do pico em ~1,1 V característico do plano (111) (JEYABHARATHI et 

al., 2016) foi notado, à medida que estruturas mais complexas de dendritos de ouro foram 

formadas. Além disso, o aumento na área superficial eletroquimicamente ativa na Figura 31k 

é consistente com a formação de estruturas mais complexas com dimensões maiores. O eletrodo 

com a maior área eletroativa foi preparado com 1:40 HAuCl4 para L-cis a − 0,8 V. A 

eletrodeposição de dendritos de Au sobre SPCE parece ocorrer por dessorção seletiva da L-cis 

nos planos (111) do Au. Conforme mostrado na Figura 31h, os ângulos entre esses grupos de 

ramos e tronco estão próximos do ângulo teórico de 54,7° entre duas direções (111) sob a visão 

da projeção de (110) (HAU et al., 2017). A ligação de tióis em Au(110) e Au(100) é mais forte 

do que em Au(111) por causa das energias relativas de superfície dos planos cristalográficos 

(110)>(100)>(111) em ouro metálico (ARIHARA et al., 2003). Portanto, tióis adsorvidos podem 

ser dessorvidos por meio de reações eletroquímicas em um potencial que depende do plano 

cristalográfico 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 formação dos AuDdrites. 

 

Figura 32. Imagem de SEM-FEG do eletrodo AuDdrites/SPCE preparado em 0,5 M de H2SO4 

com razão molar de 1:20 de HAuCl4 para L-cis a −0,2 V durante 900 s. 

 

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455–

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

 

O processo da sonda redox [Fe(CN)6]
3–/4– sobre AuDdrites/SPCE pode ser investigado 

variando a taxa de varredura nas medições de voltametria cíclica. A Figura 33a mostra que as 

correntes de pico anódica (Ipa) e catódica (Ipc) aumentaram com a taxa de varredura de 1 a 

200 mV s−1. A Figura 33b mostra uma relação linear entre correntes de pico anódicas e 
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catódicas plotadas com a raiz quadrada da taxa de varredura, representada com as seguintes 

equações de regressão: Ipa (mA) = 0,56 log ν – 2,42 × 10−4 (R2 = 0,99) e Ipc 

(mA) = −0,52 log ν – 2,29 × 10−3 (R2 = 0,99). Ambas as inclinações estão próximas do valor 

teórico de 0,5 esperado para um processo controlado por difusão. 

 

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

5,0 mM de [Fe(CN)6]
3–/4– sobre AuDdrites/SPCE. (b) Gráfico de corrente de pico anódica e 

catódica versus raiz quadrada da taxa de varredura. 

 

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455–

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

 

6.3 Caracterização e optimização do chip imunossensor  

 

A Figura 34a exibe a imagem de um chip imunossensor impresso em tela. Uma vez que 

o desempenho da imunodetecção depende de um arranjo adequado e interação anticorpo-alvo 

eficaz, investigamos a imobilização do anticorpo e a interação com o 25(OH)D3 com medidas 

de EIS e PM-IRRAS. O gráfico de Bode na Figura 34b mostra um aumento na impedância em 
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baixas frequências entre 0,1 e 100 Hz, região governada pela dupla camada elétrica. A adsorção 

dos materiais imunossensores induz aumentos de impedância na região da dupla camada, 

consistente com a arquitetura molecular pretendida. Os experimentos PM-IRRAS foram 

registrados em substratos de ouro (Aus) devido à pequena área geométrica e alta refletância 

difusa dos AuDdrites/SPCEs. Os espectros na Figura 34c coletados antes e depois da 

imunorreação Ab/L-cis/Aus mostram duas bandas em ~1665 e 1547 cm−1 atribuídas ao 

alongamento de carbonila (C=O) de amidas primárias e secundárias, respectivamente 

(BOUJDAY et al., 2008). A interação entre o metabólito e o anticorpo parecem ocorrer por meio 

das amidas primárias, cuja intensidade da banda diminui em maior extensão do que para a amida 

secundária. As correntes na Figura 34d diminuíram com o tempo até 15 min, o que é 

considerado suficiente para uma interação satisfatória anticorpo-25(OH)D3. Este resultado é 

relevante porque para dispositivos de autoteste é crucial alcançar um tempo de análise curto. 
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Figura 34. (a) Imagem do chip imunossensor impresso em tela. (b) Gráfico 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(OH)D3/Ab/L-cis/Aus. (d) Otimização do tempo de incubação de 25(OH)D3 

a 10 ng mL−1 obtido por voltametria de onda quadrada. Os experimentos foram realizados em 

solução de PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo 5 mM de [Fe(CN)6]
3−/4−. 

 

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455–

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

 

6.4 Desempenho analítico do chip imunossensor flexível e descartável 

 

A corrente nas curvas de SWV depende dos valores de amplitude e frequência 

utilizados. A Figura 35 mostra a otimização de amplitude e frequência realizadas com passo 

de potencial fixo de 5 mV em solução de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de [Fe(CN)]3–/4– para 

o eletrodo AuDdrites/SPCE. A amplitude e a frequência foram escolhidas como 75 mV e 10 Hz, 

respectivamente, devido aos maiores valores de corrente com largura de pico aceitável. 
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Figura 35. Curvas de SWV para AuDdrites/SPCE otimizados em solução de PBS (pH 7,4) 

contendo 5,0 mM de [Fe(CN)] 3–/4– (passo de potencial = 5 mV): (a) Efeito da amplitude a 2 Hz 

e (b) da frequência com amplitude fixada em 75 mV. 

 

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 condições ideais é mostrada na Figura 36. O sinal de 

corrente da SWV diminui com o aumento da concentração de 25(OH)D3 de 0,1 para 

900,0 ng mL–1 (Figura 36a). A corrente varia linearmente com a concentração de 25(OH)D3, 

de acordo com a equação I[mA] = 0,39 – 4,15 × 10−5 C25(OH)D3 [ng mL−1] (R2 = 0,99, n = 5), na 

qual C é a concentração de 25(OH)D3 e I é a corrente (Figura 36b). O LOD foi estimado em 

0,03 ng mL−1 (n = 5). Esse desempenho em termos de limite de detecção e faixa linear é 

adequado para monitorar a vitamina D, pois a faixa de concentração está dentro dos valores de 

interesse clínico. 
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Figura 36. (a) Respostas de voltametria de onda quadrada do imunossensor a um aumento nas 

concentrações de 25(OH)D3 de 0 a 900,0 ng mL−1. (b) Curva analítica de 0,1 a 900,0 ng mL−1; 

(n = 5). Os experimentos foram realizados em solução de PBS 0,01 M (pH 7,4) contendo 

5,0 mM de [Fe(CN)6]
3−/4−. 

 

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455–

31462, 2022. (Martins et al., 2022) 
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Tabela 5. Camadas de detecção na literatura para detecção de 25-hidroxivitamina D3. 

Camada de detecção  Portátil  Tempo de 

análise 

(minuto) 

Amostra Faixa de detecção 

(ng mL-1) 

LOD 

(ng mL-1) 

Ref. 

GCN/β-CD/AuNPs/GCE Não 60 Soro 0,1-500 0,01 (ANUSHA et 

al., 2022) 

Eletrodo de ouro Não 135 Soro 0,04-400 0,01 (YIN et al., 

2022) 

Eletrodo de ouro Não 15 Soro 1-1000 0,08 (YIN et al., 

2021a) 

CAEF/RCP Não 5 Soro 10-100 10,0 (CHAUHAN; 

SOLANKI, 

2019) 

SPAuE Sim (rígido) 60 Tampão 20-200 10,0 (CARLUCCI 

et al., 2013) 

AuNPs/MoS2/FTO Não 25 Soro 1-100 0,00038 (KAUR et al., 

2021) 

p-PD-Res/SPCE Sim (rígido) 15 Plasma 4-801 0,4 (KIA; 

BAHAR; 

BOHLOOLI, 

2019) 

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

2020) 

MoS2/rGO/GCE Não 30 Saliva 0,1-150 0,02 (PARK et al., 

2022) 

Ouro-pulverizado/Vidro Sim (rígido) 25 Saliva 50-200 25 (RUIZ-

VALDEPEÑ

AS 

MONTIEL et 

al., 2021) 

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

Nota GCN: nitreto de carbono; β-CD: β-ciclodextrina; Au: ouro; GCE: eletrodo de carbono vítreo; Au-μE: eletrodo comercial de ouro 

pulverizado sobre vidro; GQDs: pontos quânticos de grafeno; CAEF: fibras de acetato de celulose eletrofiadas; RCP: papel 

condutor; SPAuE: eletrodos de ouro serigrafados; MoS2: sulfureto de molibdénio; FTO: eletrodo de vidro modificado com óxido 

de estanho e flúor; p-PD: p-fenilenodiamina; Res: resorcinol; Au-Pt: nanopartículas de ouro-platina; APTES: (3-

Aminopropil)trietoxissilano; rGO: óxido 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–1 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 padrão de 0,7% para os testes de estabilidade com o mesmo 

sensor. 

 

Figura 37. Reprodutibilidade e estabilidade do imunossensor na presença de 10 ng mL–1 de 

25(OH)D3. As medidas foram realizadas por voltametria de onda quadrada em solução de 

0,01 M de PBS (pH 7,4) contendo 5 mM de [Fe(CN)6]
3–/4–. 

 

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 
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corrente desses interferentes é comparável ao valor encontrado para a amostra do branco. A 
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e vitamina D2 exibiu valores de corrente comparáveis ao 25(OH)D3 puro. A recuperação para 

as concentrações de 25(OH)D3 calculadas a partir da curva analítica variou entre 98% e 100%, 

com RSD inferior a 4,2% para amostras diluídas de saliva artificial na Figura 38b. Valores de 

recuperação entre 97% e 99% foram obtidos para amostras diluídas de soro humano na 

Figura 38c, com um RSD relativo inferior a 5,6%. Esses resultados satisfatórios confirmam a 

potencial aplicação no diagnóstico clínico. 
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Figura 38. (a) Seletividade do imunossensor na presença de 10,0 ng mL−1 de 25(OH)D3 e 

10,0 ng mL−1 dos interferentes (BSA, ácido úrico, glicose, vitamina B2, vitamina B1, vitamina 

C e vitamina D2). A mistura contém todas as substâncias mencionadas. Valores de recuperação 

de 25(OH)D3 para imunossensores incubados com 10,0, 300,0 e 700,0 ng mL−1 de 25(OH)D3 

em (b) saliva artificial diluída 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)6]
3–/4–. 

 

Fonte: Martins; Bott-Neto et al. ACS Applied Materials & Interfaces, v. 14, p. 31455–

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

 

6.7 Conclusões parciais 

 

O imunossensor flexível e totalmente impresso provou ser adequado para nutrição de 

precisão com detecção rápida, sensível e seletiva do metabólito 25(OH)D3. O uso da serigrafia 

pode permitir a produção em massa de imunossensores em diversos substratos, como luvas e 

protetores bucais, especialmente para aplicação dentro do paradigma vestível. O imunossensor 

foi capaz de detectar 25(OH)D3 em amostras de soro humano e saliva artificial em uma ampla 

faixa de concentração, de 0,1 a 900,0 ng mL−1, com limite de detecção de 0,03 ng mL−1. O 

imunossensor também apresentou excelente reprodutibilidade e estabilidade, com RSD de 3,7 

e 0,7%, respectivamente. O alto desempenho alcançado com o sensor foi possível devido a uma 

otimização cuidadosa da camada eletroativa formada por nanoestruturas de dendritos de ouro 

em forma de árvore e dos parâmetros de detecção, o que deve ter permitido à sonda redox 

acessar um número maior de sítios ativos. Além disso, acreditamos que investigar outras sondas 

redox inorgânicas e orgânicas pode levar a sensores com desempenho ainda melhor. Este é um 

desenvolvimento oportuno com a tendência de tecnologias vestíveis para nutrição de precisão, 

visando intervenções personalizadas.  
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PARTE IV 

 

 

 

Um sistema portátil para detecção fotoeletroquímica de lactato sobre nanopartículas de TiO2 

e filme polimérico de [Ni(salen)] 

 

Nesta parte, é apresentado um sistema fotoeletroquímico portátil 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 detecção do lactato sobre nanopartículas de TiO2 modificadas com filme de polímero [Ni(salen)]. O 

revestimento do eletrodo com o polímero aumentou a sensibilidade do sensor fotoeletroquímico, 

resultando em uma faixa linear de 0,1 a 20,0 mM com limite de detecção de 88,0 μM. Também 

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

o dióxido de carbono é o principal produto da fotoeletrooxidação 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 Caracterização do sensor PEC 

 

O Esquema 4a ilustra a construção do sensor fotoeletroquímico TiO2@poli[Ni(salen)] 

a partir de nanopartículas de TiO2 comerciais e do monômero [Ni(salen)]. As nanopartículas de 

TiO2 têm uma forma quase esférica, conforme mostrado no Esquema 4b, com um tamanho 

médio de 101±25 nm (como mostra o Esquema 4c). Os picos no padrão de XRD de TiO2 

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

 

Esquema 4. (a) Ilustração esquemática da fabricação de um sensor PEC: (ai) SPCE, (aii) 

superfície do SPCE com nanopartículas de TiO2, (aiii) superfície do SPCE com TiO2 e 

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 físico-químicas do monômero [Ni(salen)] e poli[Ni(salen)] preparado 

com o método usado aqui estão melhor discutidas anteriormente (BOTT-NETO et al., 2019b; 

MARTINS et al., 2018). Um complexo de níquel salen foi obtido de acordo com a análise do 

padrão de XRD e espectros de UV-Vis na Figura 39b.  
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Figura 39. (a) Difratograma de XRD e ficha do padrão PDF# 5-1537 de TiO2 e (b) difratograma 

de XRD e espectro de UV-vis do monômero [Ni(salen)]. 

 

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

2021. (BOTT-NETO et al., 2021) 

 

Na etapa de eletropolimerização, o monômero [Ni(salen)] é eletro-oxidado para 

produzir um filme oligomérico/polimérico sobre o SPCE, referido aqui como 

TiO2@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 o mapeamento EDS do sensor TiO2@poli[Ni(salen)] na Figura 40 

indicam nanopartículas de TiO2 bem distribuídas sobre a superfície do SPCE, em adição ao 

recobrimento homogêneo do filme de poli[Ni(salen)]. A estrutura química do poli[Ni(salen)] é 

mostrada no Esquema 5. 

 

Esquema 5. Polimerização eletroquímica do [Ni(salen)]: (a) polimerização via empilhamento e 

(b) polimerização em cadeia. 

 

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, TiO2@poli[Ni(salen)] e 

TiO2@poli[Ni(salen)] com 10,0 mM de lactato adicionado à solução de PBS (pH 7) sob 

iluminação UV-LED 365 nm a 0 V (vs. OCP) são 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 

TiO2@poli[Ni(salen)] (curva c), com a corrente atingindo rapidamente um valor estável 

quando o LED foi ligado, seguido por uma rápida diminuição quando o LED foi desligado. Este 

comportamento indica que os buracos e elétrons na superfície são separados sob irradiação de 
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compósito. Na presença de 10,0 mM de lactato, é observado um aumento de cerca de 23% na 

corrente para o eletrodo TiO2@poli[Ni(salen)] (curva d).  

 

Figura 41. Respostas de fotocorrente em solução de 0,1 M de PBS (pH 7) sob iluminação de 

ciclos ON/OFF para: (a) poli[Ni(salen)], (b) TiO2, (c) TiO2@poli[Ni(salen)] e (d) 

TiO2@poli[Ni(salen)] com 10,0 mM de lactato adicionado ao PBS. O potencial de polarização 

foi de 0 V (vs. OCP). 

 

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

2021. (BOTT-NETO et al., 2021) 

 

7.2 FTIR in situ 

 

A oxidação fotoeletroquímica do lactato foi investigada por FTIR in situ em uma 

solução de PBS preparada com água (H2O) ou água deuterada (D2O), uma vez que a última 

não absorve fortemente a 1600 cm−1, como mostrado na Figura 42. 
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Figura 42. Espectros ATR-FTIR de água (H2O) e água deuterada (D2O). 

 

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, não apresentam 

bandas, indicando que não há processos faradaicos na ausência de luz, consistentes com os 

valores de corrente até então observados. Quando os espectros são registrados sob iluminação, 

uma banda positiva em 2340 cm−1 atribuída ao dióxido de carbono (CO2) aparece, como 

mostrado na Figura 43a (FERNÁNDEZ et al., 2015). Além disso, os espectros registrados em 

solução de PBS em D2O sob iluminação exibem uma banda negativa em 1600 cm−1, atribuída 

ao alongamento C=O dos carboxilatos. Para determinar quais espécies (ácido láctico e/ou 

lactato) oxida na presença de luz, foram obtidos os espectros ATR-FTIR de ácido láctico em 

diferentes meios (Figura 43c-e). Bandas típicas de grupos carboxílicos (1720 cm−1) e 

carboxilato (1600 cm−1) são vistas em meio ácido (Figura 43c) e básico (Figura 43d), 

respectivamente (BOTT-NETO et al., 2019a; SIMÕES; BARANTON; COUTANCEAU, 2010). O 

experimento em solução de PBS mostra ambas as bandas devido à presença de espécies 

protonadas e desprotonadas (Figura 43e). A correspondência entre a banda do lactato e a banda 

negativa na Figura 43b indica que o ácido lático sofre desprotonação, resultando em seu ânion 

correspondente (lactato), que é a espécie fotoeletroquimicamente oxidada a CO2, conforme a 

seguinte reação: 

𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜 → 𝐶𝑂2 + 11𝐻+ + 12𝑒−       Equação 4 
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Figura 43. Espectros de FTIR in situ no escuro (OFF) e sob iluminação (ON) durante a 

fotoeletrooxidação de 0,1 M de lactato sobre TiO2@poli[Ni(salen)] em solução de PBS 

preparada com (a) H2O e (b) D2O. Espectro ATR-FTIR do ácido láctico em soluções de (c) 

0,1 M de H2SO4, (d) 0,1 M de NaOH, e e) PBS. 

 

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 TiO2@poli[Ni(salen)] sob irradiação é estável 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 e, em seguida, diminui à medida que o pH é aumentado 

para pH 9,0. Como mostrado por FTIR in situ, o lactato é a espécie eletroativa e, portanto, os 

valores de fotocorrente mais baixos em um meio mais ácido podem estar associados ao aumento 

da protonação do lactato. A resposta de fotocorrente para o lactato em solução de PBS a pH 7,0 

aumenta quando o potencial aplicado muda de 0 para 0,5 V, como mostrado na Figura 44b. 

Este aumento pode estar associado ao aumento do potencial de polarização anódica que leva a 

mais elétrons fotogerados no contraeletrodo e suprime a recombinação de pares de elétron-

buraco de forma mais eficiente (LIU et al., 2015). Além disso, há um aumento considerável na 

corrente faradaica em 0,4 e 0,5 V (vs. OCP) devido à eletrooxidação do lactato. Os 

experimentos subsequentes foram realizados em pH 7,0 (corrente máxima) e com o eletrodo 

polarizado em 0 V (vs. OCP) para suprimir os sinais de interferências indesejadas.  
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Figura 44. (a) Respostas PEC do TiO2@poli[Ni(salen)] sob iluminação a diferentes pH 

(0 V vs. OCP). (b) Correntes no escuro (OFF) e sob iluminação (ON) em diferentes potenciais 

de polarização (0 a 0,5 V vs. OCP). Todas as medidas foram realizadas em soluções de PBS 

contendo 10,0 mM de lactato. 

 

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

2021.(BOTT-NETO et al., 2021) 

 

7.4 Detecção PEC de lactato 

 

As Figuras 45a e 45b mostram que a resposta de fotocorrente aumenta com a 

concentração de lactato de 0,1 mM a 30,0 mM. O aumento é linear até 20,0 mM, descrito por 

Corrente (A) = 4,095 × 10−8 × C (mM) + 8,45 × 10−8 (r = 0,994, n = 3). O LOD foi estimado 

em 88 µM usando LOD = 3Sb/b, na qual Sb é o desvio padrão do branco (n = 10) e b é a 

inclinação da curva analítica, 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 solução a 0,1 M de PBS a pH 7,0, cujos resultados são ilustrados 

na Figura 45c. Para reprodutibilidade, cinco novos eletrodos (medições intra-eletrodo) foram 

usados, enquanto para repetibilidade, a fotocorrente de 5 ciclos contínuos de irradiação 

ON/OFF foi registrada. O sensor exibiu um excelente RSD de 3,63 e 0,11% para 

reprodutibilidade e repetibilidade, respectivamente. Como a seletividade é um grande problema 

no sensoriamento fotoeletroquímico, o sensor foi testado a 10,0 mM de lactato com várias 

possíveis interferências, que não afetaram o desempenho do sensoriamento, conforme 

demonstrado na Figura 45d. 
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Figura 45. (a) Resposta PEC para TiO2@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-l); b) curva analítica para TiO2@poli[Ni(salen)] em 

solução de PBS a pH 7,0 sob iluminação de ciclos ON/OFF; (c) estudo de repetibilidade e 

reprodutibilidade em 10,0 mM de lactato; (d) testes de interferentes: NaCl (1), KCl (2), ácido 

ascórbico (3), ácido úrico (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 polarização de 

0 V (vs. OCP) sob 3 W de excitação de luz LED. 

 

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

2021. (BOTT-NETO et al., 2021) 

 

7.5 Conclusões parciais 
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aplicado para a detecção de lactato em TiO2 modificado com filme de poli[Ni(salen)] e 
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(3 W). Também foi mostrado que a fotoeletrooxidação do lactato em poli[Ni(salen)] tem o CO2 

como seu principal produto. Isso difere significativamente do mecanismo comumente 

defendido para (bio)sensores eletroquímicos, na qual a conversão de lactato em piruvato é 

assumida. Além disso, acredita-se que uma maior miniaturização é possível, uma vez que os 

componentes usados na construção do dispositivo não são uma barreira. Espera-se que esta 

plataforma forneça oportunidades para o desenvolvimento de dispositivos fotoeletroquímicos 

para diagnósticos dentro do paradigma POC. 
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8 RESULTADOS E DISCUSSÃO – PARTE V 

 

Fotocatálise do TiO2 sensibilizado com nitreto de carbono grafítico e aril diazônio 

eletrodepositado em eletrodos serigrafados para detecção do antígeno específico da próstata 

sob luz visível 

 

Aqui, é relatado um dispositivo fotoeletroquímico para detectar, no local, o antígeno prostático 

específico (PSA) sob irradiação de luz LED visível. O dispositivo consiste em um sistema 

fotoeletroquímico miniaturizado impresso em 3D e um imunossensor PEC descartável feito com SPCEs. 

Os SPCEs foram revestidos com átomos únicos de níquel ancorados em nitreto de carbono grafítico (Ni-

gC3N4), nanopartículas de dióxido de titânio (TiO2) e sal de aril diazônio preparado a partir do ácido p-

aminobenzóico. O aril diazônio eletrodepositado sobre Ni-gC3N4/TiO2 diminuiu a recombinação de 

portadores de carga fotogerados, levando a um aumento de 3,1 vezes na fotocorrente em relação ao TiO2 

puro. Essa estratégia de funcionalização fornece grupos carboxílicos para ancorar anticorpos por meio 

da reação da carbodiimida, que pode ser estendida a qualquer outro tipo de imunossensor. Sob condições 

ideais, o imunossensor PEC foi capaz de detectar PSA de 10–16 a 10–8 g mL–1 com um limite de detecção 

de 0,06 fg mL–1.  

 

 

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 compósito Ni-gC3N4 foi preparado pela policondensação térmica da melamina na 

presença de NaCl, seguida da troca catiônica de sódio por níquel (Figura 46a). Uma análise 

com espectroscopia de absorção atômica indicou a presença de 10,7% (RSD = 0,69%) de Ni no 

gC3N4. Os padrões de XRD do gC3N4 e Ni-gC3N4 são mostrados na Figura 46b. O pico de 

difração em ~2θ = 14,2° corresponde à periodicidade das unidades de heptazina (SAVATEEV 

et al., 2017; SUN et al., 2017). O outro pico largo em ~2θ = 26,7° é característico do plano de 

reflexão (002) do grafite em camadas. Após a incorporação de átomos únicos de Ni no gC3N4, 

os picos de difração em 2θ = 26,6° e 2θ = 28,8° são quase completamente suprimidos por um 

pico intenso em 2θ = 28,2°, indicando mudanças significativas no espaçamento interplanar 

(SAVATEEV et al., 2017). A ausência de padrões de difração característicos de materiais à base 

de níquel (como NiO e Ni(OH)2) confirma a formação de uma única estrutura de átomo de Ni. 

O padrão de XDR do TiO2 comercial na Figura 46b pode ser indexado principalmente à fase 

anatase, cujo tamanho médio de cristalito (calculado usando a equação de Scherrer) é de 20 nm 

(2θ = 25,4°). Sinais fracos devido à fase rutilo também foram observados. 
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Figura 46. (a) Ilustração esquemática da preparação do Ni-gC3N4 e as principais unidades e 

grupos funcionais que formam nitretos de carbono poliméricos à base de heptazina. (b) Padrões 

de XRD do TiO2, gC3N4 e Ni-gC3N4. (c) espectros de FTIR de (i)TiO2, (ii) gC3N4, (iii) Ni-

gC3N4 e (iv) Ni10-gC3N4/TiO2. 

 

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

22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022) 

 

A Figura 46c mostra os espectros de FTIR do TiO2, gC3N4, Ni-gC3N4 e Ni10-

gC3N4/TiO2. O TiO2 apresenta uma banda larga em torno de 710 cm−1 atribuída ao alongamento 

Ti-O-Ti, enquanto as bandas em 3400 e 1360 cm−1 são devidas a espécies de OH adsorvidas (LI 

et al., 2018b). Para o gC3N4 várias bandas fortes são observadas entre 1650 e 1200 cm−1, 

correspondendo ao estiramento heterocíclico típico de v(C-NH-C) e v(C=N) (TIAN et al., 2017). 

A banda em 803 cm−1 é característica do modo de respiração do anel da triazina (KRIVTSOV et 

al., 2020). Após a incorporação do níquel, um pequeno deslocamento foi observado nas bandas 

de 1580, 1398 e 1319 cm−1 a 1585, 1412 e 1323 cm−1, respectivamente. Esses deslocamentos 

indicam que a coordenação do níquel ocorre nas unidades de heptazina (Figura 47). O 
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fotocatalisador Ni10-gC3N4/TiO2 (curva iv) apresenta as principais características do Ni-gC3N4 

e do TiO2. Além disso, o deslocamento de 710 para 625 cm−1 sugere a formação de uma 

heterojunção entre Ni-gC3N4 e TiO2. 

 

Figura 47. Espectro de FTIR do gC3N4 e Ni-gC3N4. 

 

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

22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022) 

 

A composição química e o estado de oxidação dos compósitos foram investigados por 

espectroscopia de fotoelétrons de raios X. Os espectros de XPS de varredura ampla na 

Figura 48 confirmam a troca catiônica de sódio por níquel. Além disso, gC3N4, Ni-gC3N4 e 

Ni10-gC3N4/TiO2 também exibem picos característicos de C 1s, N 1s, Ti 2p e O 1s. Os sinais de 

O 1s e C 1s em todas as amostras são devidos à contaminação carbonácea adventícia.  
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Figura 48. Espectros de XPS de varredura ampla do (a) gC3N4, (b) Ni-gC3N4, (c) TiO2 e (d) 

Ni10-gC3N4/TiO2. 

 

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

22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022) 

 

Para o gC3N4 na Figura 49a, o sinal C 1s consiste em três contribuições em 284,5, 286,6 

e 287,7 eV que correspondem a grupos C-C/C=C, C-O (ambos de contaminação adventícia 

externa ou produtos de degradação parcial) e N-C=N no anel heterocíclico, respectivamente 

(CHEN et al., 2017; GAO et al., 2016). Como mostrado na Figura 49b, o espectro do C 1s do Ni-

gC3N4 exibiu um perfil semelhante ao do gC3N4. No entanto, houve uma mudança na energia 

de ligação devido à interação entre as espécies de gC3N4 e Ni. As Figuras 49c-d mostram os 

espectros de gC3N4 e Ni-gC3N4 na região de energia do N 1s. Ambos os espectros são 
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consistentes com uma estrutura baseada em heptazina com contribuições de ligações N-C=N 

(398,3 eV, N piridínico) e (C)3-N (399,2 eV, N grafítico) no anel heterocíclico. Contribuições 

também são observadas em 397, 400,6 e 403,5 eV atribuídas a átomos de nitrogênio 

desprotonados, ligações -NH/NH2 (devido à condensação parcial ou polimerização 

incompleta), e excitação do elétron π nos grupos ciano, respectivamente (CHEN et al., 2017; 

DAS et al., 2022). Há também uma mudança na energia de ligação do Ni-gC3N4 em comparação 

com gC3N4. As Figuras 49-f exibem os espectros XPS do Ti 2p para TiO2 e Ni10-gC3N4/TiO2. 

O TiO2 exibe dois picos em 458,5 e 464,3 eV característicos de Ti4+, enquanto Ni10-gC3N4/TiO2 

exibe dois picos adicionais em 456,9 e 462,7 eV atribuídos a Ti3+, o que provavelmente é devido 

à redução de Ti4+ durante a formação da heterojunção. Isso pode ser benéfico do ponto de vista 

fotocatalítico, uma vez que quantidades específicas de Ti3+ podem suprimir a recombinação de 

portadores de carga (LU; ZHANG; WAN, 2015; REN; LI; YU, 2014). 

 

Figura 49. Espectros de XPS de alta resolução desconvoluídos do (a-b) C 1s para (a) gC3N4 e 

(b) Ni-gC3N4, (c-d) N 1s para (c) gC3N4 e (d) Ni-gC3N4, Ti 2p para (e) TiO2 e (f) Ni10-

gC3N4/TiO2. 

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-gC3N4 e Ni10-gC3N4/TiO2 é avaliada com as imagens de TEM na 

Figura 50. O Ni-gC3N4 é formado por algumas camadas que se sobrepõem para gerar a parte 

mais escura da imagem na Figura 50a. O mapeamento elementar confirma a distribuição 
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uniforme do átomo de níquel (Figura 50b-c). As Figuras 50d-f mostram as imagens e o 

mapeamento elementar do compósito Ni10-gC3N4/TiO2, na qual o mapeamento para Ni e Ti é 

uma evidência clara de que Ni-gC3N4 está bem distribuído junto ao TiO2. 

 

Figura 50. Imagens de TEM do (a-c) Ni-gC3N4 e (d-f) Ni10-gC3N4/TiO2. Imagens de 

mapeamento do Ni-gC3N4 para (b) Ni ou (c) N e Ni10-gC3N4/TiO2 para (e) Ti (d) ou Ni (f) 

também são 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 fotoeletroquímicas 

 

A Figura 51a mostra o gráfico de Kubelka-Munk obtido a partir de espectros UV-vis 
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de Ni-gC3N4 e TiO2 aumenta significativamente a absorção de luz visível. Além disso, a 

incorporação de níquel na estrutura do gC3N4 não altera muito a borda de absorção. O mesmo 

é observado ao comparar gC3N4/TiO2 e Ni10-gC3N4/TiO2 (não mostrado aqui). As energias de 

band gap para transição indireta foram calculadas a partir do gráfico de Tauc da função 
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material, e ℎ𝑣 é a energia do fóton. Como mostrado na Figura 51b, os valores de band gap 

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

 

Figura 51. (a) Gráfico de Kubelka-Munk (F(r)). (b) Gráfico de Tauc do (F(r)hν)1/2 versus 

energia do fóton para diferentes amostras como indicado na figura. 

 

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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gC3N4/TiO2 em comparação com gC3N4/TiO2 também deve estar associado à diminuição de 

Rct, embora os band gaps para gC3N4 (2,75 eV) e Ni-gC3N4 (2,76 eV) sejam muito próximos.  

 

Figura 52. (a) Curvas transientes de fotocorrente para (i) TiO2, (ii) gC3N4/TiO2, (iii) Ni10-

gC3N4/TiO2 e (iv) Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 recordadas em solução de PBS (pH 7,4) com 0,1 M de 

AA a 0 V (vs. OCP). (b) Espectros de EIS (linhas continuas correspondem ao fit usando o 

circuito de Randles). (c) voltamogramas cíclicos a 50 mV s−1 para os eletrodos de TiO2, 

gC3N4/TiO2, Ni10-gC3N4/TiO2 obtidos em 0,1 M de KCl com 5,0 mM de [Fe(CN)6]
4−/3−. (d) 

Gráfico de Mott-Schottky. 

 

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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superfície maior. Esta característica deve ser favorável para o desempenho do imunossensor 

PEC. 

 

Figura 53. (a) Espectros de EIS e (b) voltamogramas cíclicos a 50 mV s−1 do gC3N4 e Ni-gC3N4. 

Ambas as medidas foram registradas em 0,1 M de KCl contendo 5,0 mM de [Fe(CN)6]
4−/3−. 

 

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

22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022) 

 

8.3 Possível mecanismo 
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(𝐴𝑔/𝐴𝑔𝐶𝑙 𝑠𝑎𝑡.𝐾𝐶𝑙) − 0,059(7 − 6,9) − 0,2  

           Equação 5 
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está 1,3 eV acima do topo da banda de valência do TiO2, com um gap HOMO-LUMO de 3,4 eV 

(THOMAS et al., 2014). Conforme indicado no Esquema 6, a posição da banda de condução do 

Ni-gC3N4 é mais negativa do que para TiO2, permitindo assim a transferência de elétrons da 

banda de condução do Ni-gC3N4 para a banda de condução do TiO2 sob irradiação de luz LED 

visível. Além disso, os elétrons são fotoexcitados diretamente do orbital HOMO do ácido p-

aminobenzóico para a banda de condução do TiO2, resultando em uma forte resposta de 

fotocorrente. O Amb pode ser regenerado por transferência de volta do elétron fotoexcitado ou 

mesmo pela reação com o ácido ascórbico doador de elétrons. Buracos fotogerados em TiO2, 

Ni-gC3N4 podem ser aprisionados pelo ácido ascórbico, diminuindo a recombinação de pares 

buraco-elétron fotoinduzidos. De acordo com as análises acima, um possível mecanismo para 

as alterações da fotocorrente do imunossensor pode ser descrito pelas seguintes equações: 

Amb/Ni-gC3N4/TiO2 + hν → e− + h+       Equação 7 

O2 + e− → ∙O2
−         Equação 8 

H2O + h+ → ∙OH         Equação 9 

∙O2
−/∙OH/h+ + AA → AA+        Equação 10 

 

Esquema 6. Mecanismo de fotodetecção de PSA sobre o fotocatalisador Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 

sob irradiação de luz LED visível. 

 

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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8.4 Otimização da plataforma de detecção 

 

A imobilização de (bio)moléculas (anticorpos, bloqueadores, etc.) é conhecida por 

afetar negativamente a resposta PEC. Portanto, vários parâmetros foram otimizados para 

melhorar a sensibilidade, incluindo a concentração de TiO2, a razão de massa de Ni-gC3N4 e 

TiO2 e a concentração de AA. A Figura 54a mostra os resultados dos SPCEs modificados 

apenas com NPs de TiO2 registrados em solução 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 µL de 

solução contendo 2,0 mg mL−1 de TiO2 em comparação com uma solução contendo apenas 

1,0 mg mL−1. Em contraste, a fotocorrente diminuiu à medida que a concentração aumentou de 

2,0 para 4,0 mg mL−1.  
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Figura 54. Resposta PEC na presença de 0,1 M de AA para (a) TiO2 (a diferentes concentrações) 

e (b) eletrodos com Nix-gC3N4/TiO2. Resposta PEC do (c) Ni10-gC3N4/TiO2, (1) sem ou (2) com 

0,1 M de AA, e Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 com (3) 0,05, (4) 0,1 ou (5) 0,2 M de AA. (d) 

Fotocorrente de Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 para 1200 s com 0,1 M de AA. Todos os experimentos 

foram registrados em solução de PBS (pH 7,4) a 0 V (vs. OCP). 

 

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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Para Amb/Ni10-gC3N4/TiO2, as fotocorrentes atingem um máximo com 0,1 M de AA, que foi a 
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8.5 Análise do imunossensor PEC para PSA 

 

A construção da plataforma imunossensora foi monitorada com medições de EIS em 

solução de PBS contendo 5,0 mM de [Fe(CN)6]
4−/3−. A Rct determinada a partir do gráfico de 

Nyquist na Figure 55a é 51,69 kΩ para o eletrodo Ab/Amb/Ni10-gC3N4/TiO2, sendo 

consideravelmente maior do que para Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 (32,54 kΩ). Portanto, a 

imobilização dos anticorpos foi bem sucedida. A Rct também aumentou após o bloqueio da 

superfície com BSA (56,29 kΩ) e após incubação com 10−9 g mL−1 de PSA (64,90 kΩ). A 

Figura 55b mostra a resposta do imunossensor PEC sob condições ideais. O sinal da 

fotocorrente diminui com o aumento da concentração de PSA de 10−18 a 10−8 g mL−1, 

provavelmente devido ao bloqueio parcial da difusão do doador de elétrons (AA neste caso). A 

fotocorrente varia linearmente com o log da concentração de PSA na Figura 55c, de acordo 

com a equação I[nA] = 114,9 – 20,9 log CPSA [g mL−1] (r = 0,982, n = 5), na qual C é a 

concentração de PSA e I é a fotocorrente. O limite de detecção (LOD) foi estimado em 

0,06 fg mL−1 (S/N = 3), o menor relatado na literatura até onde sabemos.  
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Figura 55. (a) Espectros de EIS registrados em solução de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de 

[Fe(CN)6]
4−/3− (as linhas contínuas correspondem ao ajuste usando o circuito de Randles). (b) 

Resposta PEC do imunossensor obtido em solução de PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de AA a 

0 V (vs. OCP) sob irradiação de luz LED visível (410 nm). (c) Curva analítica para 

concentrações crescentes de 10−18 a 10−8 g mL−1; (n = 5). (d) Estabilidade e reprodutibilidade 

do imunossensor PEC em 10−9 g mL−1 de PSA. 

 

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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Tabela 6. Uma visão geral dos métodos para determinar o PSA. 

Método de detecção Faixa linear (g mL−1) LOD (g mL−1) Ref. 

DPV 1,0 × 10−11 - 1,2 × 10−9 3,0 × 10−12 (ZHANG et al., 2021a) 

ECL 1,0 × 10−14 - 5,0 × 10−7 4,6 × 10−15 (LIU et al., 2021b) 

PEC 1,0 × 10−14 - 1,0 × 10−8 1,3 × 10−15 (LIU et al., 2021a) 

Fluorescência 1,0 × 10−12 - 1,0 × 10−8 7,3 × 10−13 (ZHOU et al., 2021) 

PEC 5,0 × 10−12 - 5,0 × 10−8 1,0 × 10−12 (SHI et al., 2019) 

SWV 1,0 × 10−11 - 5,0 × 10−7 1,2 × 10−12 (ZHAO et al., 2021a) 

Fluorescência 5,0 × 10−14 - 5,0 × 10−8 2,7 × 10−14 (YAO et al., 2019) 

PEC 1,0 × 10−12 - 5,0 × 10−8 2,5 × 10−13 (ZHU et al., 2021) 

SERS 1,0 × 10−11 - 1,0 × 10−9 1,0 × 10−11 (GAO et al., 2019) 

FET 1,0 × 10−15 - 1,0 × 10−7 1,0 × 10−15 (ZHANG et al., 2021b) 

PEC 1,0 × 10−12 - 2,0 × 10−8 6,0 × 10−13 (CAO et al., 2020) 

ECL 1,0 × 10−10 - 2,0 × 10−7 1,0 × 10−10 (WANG et al., 2016) 

PL 1,0 × 10−12 - 1,0 × 10−8 6,4 × 10−13 (YIN et al., 2021b) 

CL 1,0 × 10−10 - 1,0 × 10−7 5,0 × 10−14 (ZHAO et al., 2021b) 

PEC 1,0 × 10−16 - 1,0 × 10−8 6,0 × 10−17 Este trabalho 

Nota LOD limite de detecção 

DPV voltametria de pulso diferencial  

ECL eletroquimioluminescência 

PEC fotoeletroquímica 

SWV voltametria de onda quadrada  

SERS espalhamento raman 

FET transistor de efeito de campo 

PL luminescência persistente 

CL quimioluminescência 

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 medições 

para detectar 10−9 g mL−1 de PSA. A Figura 55d mostra os resultados em que a 

reprodutibilidade foi demonstrada obtendo um desvio padrão relativo (RSD) de 3,1% nas 

medidas de fotocorrente usando 5 eletrodos diferentes. Para os testes de estabilidade, as 

fotocorrentes registradas sob irradiação durante os ciclos ON/OFF de 20 s tiveram um desvio 

padrão de 0,8%. 
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8.7 Análise de amostra real e estudo de especificidade 

 

Para estudar a especificidade do imunossensor PEC, 1,0 ng mL−1 de proteínas (CA15-

3, p54, BSA), 100,0 ng mL−1 para os demais interferentes (KCl, NaCl, Vitamin D3, ácido úrico) 

e sua mistura foram selecionados como potenciais interferentes na determinação do PSA. A 

Figura 56a mostra que a resposta de fotocorrente desses interferentes é comparável ao valor 

encontrado para a amostra em branco. Além disso, a mistura apresentou valores de fotocorrente 

comparáveis ao PSA puro. O possível uso do imunossensor PEC na prática clínica foi avaliado 

pela dosagem da concentração de PSA em amostras diluídas de soro humano. O soro humano 

foi diluído em solução de PBS (1:100, v/v) e contaminado com concentrações conhecidas de 

PSA. As concentrações de PSA calculadas a partir da curva analítica e outros parâmetros estão 

resumidas na Figura 56b. A recuperação para o imunossensor PEC variou entre 97,3% e 

105,2%, com desvio padrão relativo (RSD) inferior a 4,1%. Esses resultados satisfatórios 

confirmam a potencial aplicação no diagnóstico clínico. 
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Figura 56. (a) Seletividade do imunossensor PEC: 10,0 ng mL−1 PSA, 1,0 ng mL−1 proteínas 

(CA15-3, p54, BSA) e 100,0 ng mL−1 para os outros interferentes (KCl, NaCl, vitamina D3, 

ácido úrico). A mistura contém todos os elementos mencionados. (b) Valores de recuperação 

de PSA para os imunossensores PEC incubados com 10,0, 1,0 e 0,1 ng mL−1 de PSA em 

amostras de soro humano diluídas. (n = 4). Todos os experimentos foram registrados em solução 

de PBS contendo 0,1 M de AA a 0 V (vs. OCP) sob irradiação de luz LED visível 

 

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

22121, 2022. (BOTT-NETO et al., 2022) 

 

8.8 Conclusões parciais 

 

O desafio de fabricar imunossensores fotoeletroquímicos (PEC) passíveis de 

miniaturização e aplicação em diagnóstico no local de atendimento foi abordado aqui. Foram 

produzidos dispositivos PEC miniaturizados impressos em 3D com eletrodos serigrafados para 

detectar PSA sob irradiação de luz LED visível. A alta sensibilidade e seletividade do 

imunossensor foi atribuída à heterojunção entre Ni-gC3N4 e TiO2. De especial relevância é que 

o TiO2 foi funcionalizado com sal de aril diazônio eletrodepositado, que serviu tanto para 

aumentar a fotoatividade quanto para ancorar os anticorpos anti-PSA. A sinergia obtida ao 

combinar esses três materiais permitiu uma maior separação dos portadores de carga e uma 

diminuição da recombinação de carga, aumentando assim a estabilidade e a fotocorrente em 

relação ao TiO2 puro. O imunossensor PEC foi capaz de detectar PSA em amostras de soro 

humano em uma ampla faixa de concentração, de 10−16 a 10−8 g mL−1, com um limite de 

detecção de 0,06 fg mL−1, o menor já relatado até o nosso conhecimento. É 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.  

0

25

50

75

100
3,7

4,1

 103,5          105,2   97,3

R
e

c
u

p
e

ra
d

o
 (

%
) 

PSA Adicionado (ng mL-1)
10                1                0.1

3,2

Branco

CA15-3

p53

BSA

NaCl

KCl

Vitamina D3

Ácido úrico

Mistura

PSA

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Fotocorrente (mA)

a) b)



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

118 

9 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Dispositivos (foto)eletroquímicos miniaturizados, de operação simples e baratos foram 

desenvolvidos para o monitoramento acessível e no local de moléculas de interesse ambiental 

e clínico. No total foram fabricados cinco sensores eletroquímicos para os seguintes analitos: 

antibióticos sulfametoxazol e trimetroprima; biomarcador CA15-3 (câncer de mama); 

metabolito 25(OH)D3 (vitamina D); biomarcador lactato; biomarcador PSA (câncer de 

próstata). A arquitetura de cada dispositivo foi pensada e otimizada considerando a molécula 

de interesse, aplicação e outras características. Em todos os casos, o emprego do método de 

impressão com tela foi eficaz na fabricação dos eletrodos de carbono (SPCE) sobre diferentes 

substratos, incluindo papel e plástico. O primeiro trabalho, descreve a construção de um sensor 

eletroquímico biodegradável, modificado com nanofitas de óxido de grafeno reduzidas (rGN), 

para a quantificação dos antibióticos sulfametoxazol e trimetroprima em água de 

abastecimento. O dispositivo foi fabricado sobre substrato de papel manteiga. Aqui, também 

foram estudados diferentes protocolos eletroquímicos para a ativação da superfície do eletrodo 

de carbono. Os eletrodos submetidos a tratamento eletroquímico em meio neutro (tampão 

fosfato, pH 7) exibiram melhores desempenho comparado aos eletrodos submetidos a 

tratamentos em meio ácido (0,5 M de H2SO4) e básico (0,5 M de NaOH). A modificação da 

superfície do eletrodo com rGN aumentou a intensidade das correntes dos picos de oxidação de 

ambos os antibióticos. O sensor exibiu bons resultados e foi seletivo na detecção dos 

antibióticos em água de torneira. O uso de papel, nanomateriais de carbono, e protocolos de 

ativação ecologicamente amigáveis vem de encontro com a preocupação do descarte desse tipo 

de tecnologia no meio ambiente, pois sabe-se que um volume considerável desses dispositivos 

é descartado todos os anos. O segundo trabalho descreve o desenvolvimento de um 

imunossensor eletroquímico sanduíche para o biomarcador CA15-3. Anticorpos secundários 

marcados com HRP foram usados como amplificadores de sinal. O dispositivo exibiu um limite 

e faixa de detecção que permitiu a análise do CA15-3 em amostras de soro humano e saliva 

(uma matriz não invasiva). Este alto desempenho foi alcançado com um compósito de Au-rGO 

formado in situ sobre o SPCE. A abordagem adotada permitiu um alto controle superficial com 

a formação de uma arquitetura robusta, de alta área de superfície para ligação de anticorpos e 

recursos que ajudaram a preservar a atividade das biomoléculas por mais de 30 dias. 

Posteriormente, um dispositivo imunossensor flexível e portátil com estruturas dendríticas de 

ouro hiperramificadas foi desenvolvido para monitorar, em tempo real e no local, o metabólito 



 

  

Instituto de Química de São Carlos                                 Universidade de São Paulo 

119 

25-hidroxivitamina D3. A eletrocristalização foi usada por ser uma abordagem econômica e 

escalável para o crescimento rápido e direto de dendritos de ouro no chip de detecção. O 

dispositivo sem rótulo foi capaz de detectar o metabólito em soro humano e saliva artificial em 

15 minutos dentro de uma ampla faixa linear. O chip é vantajoso por ser flexível, com 

fabricação e operação simples. Esses recursos o tornam mais próximo da aplicação como 

dispositivo vestível.  

Com relação aos sensores fotoeletroquímicos, um sistema impresso em 3D operando 

com LED de baixa potência e compatível com eletrodos impressos foi desenvolvido para 

mitigar a necessidade de miniaturização de dispositivos de detecção fotoeletroquímica. Até 

então, na literatura era reportados sensores fotoeletroquímicos que operavam com fontes de alta 

potência (incluindo simuladores solares) e células eletroquímicas convencionais de três 

eletrodos. O dispositivo desenvolvido é portátil e permite a rápida 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. região UV) pode ser 

prejudicial para as biomoléculas, afetando negativamente o desempenho do imunossensor. 

Como prova de conceito, um sensor fotoeletroquímico com TiO2 e filme polimérico [Ni(salen)] 

foi empregado na detecção de lactato dentro da faixa de interesse clínico. Bons resultados de 

seletividade e estabilidade foram obtidos. Por último, foi desenvolvido um imunossensor 

fotoeletroquímico capaz de detectar no soro humano e no local o biomarcador PSA. Um alto 

desempenho foi alcançado com uma plataforma contendo Ni10-gC3N4/TiO2 funcionalizado com 

sal de aril diazônio preparado a partir do ácido p-aminobenzóico. O aril diazônio 

eletrodepositado foi usado pela primeira vez para melhorar a fotocatálise do TiO2 e ancorar 

anticorpos. A plataforma desenvolvida é adequada para a imobilização de diversos elementos 

de biorreconhecimento e, portanto, pode ser estendida a outros biossensores fotoeletroquímicos 

para diagnóstico clínico.  
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