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RESUMO

Os sensores eletroquimicos sao uma alternativa promissora para analise point-
of-care (POC). Apesar disso, o desenvolvimento de um dispositivo responsivo
em meio complexo e escalonavel que permita a analise de amostras bioldgicas
ainda é desafiador principalmente devido a passivacao do eletrodo pelo meio, o
que prejudica o seu desempenho analitico e dificulta a sua comercializagao e
uso em aplicacdes de rotina. Para impedir essa passivacdo, € adotada
usualmente uma camada antipassivadora para inibir a adsor¢aéo nao especifica
das proteinas sobre a superficie do eletrodo. Porém, essas camadas levam a
limitagcbes como perda de sensibilidade, maiores complexidade e tempo de
fabricacdo e reducdo da durabilidade do sensor. Sem qualquer etapa de
modificagdo quimica covalente, este trabalho propde uma estratégia inédita
para analises eletroquimicas de fluidos biolégicos complexos utilizando papel
pirolisado, um material 3D poroso, hidrofébico e condutor, como eletrodo
escalonavel, verde e descartavel acoplado ao uso de um surfactante disponivel
comercialmente, o Tween®20 (T20). Esse polissorbato foi capaz de formar de
maneira in-situ uma nanocamada anfifilica (~2 nm) que levou a dois fenémenos
simultaneos cooperativos: i) permeacao lenta e gradual da amostra através dos
poros do eletrodo, aumentando a sua area eletroativa e ii) protecdo da sua
superficie contra passivagao pela formagdo de uma camada hidrofilica de
solvatacdo. Além disso, a espessura nanomeétrica do T20 foi crucial para que
nao ocorresse um impedimento significativo da cinética da transferéncia de
carga com a sonda redox, [Fe(CN)s]*¥4~. O sensor foi caracterizado por
diferentes técnicas para estudo i) das suas propriedades fisicas (dngulo de
contato, LSCM, resistividade, SEM, AFM, Raman e TEM) e eletroquimicas
(voltametria ciclica e EIS,), ii) da capilaridade das amostras em fungdo do T20
(SEM e EDS) e iii) da adsorgéao, espessura e propriedade de antipassivagao do
T20 (XPS, AFM, uCT, STEM/EELS, dC/dZ por AFM). Apds a adicdo do T20 em
solugdo com albumina de soro bovino (BSA), o biopassivador modelo adotado,
a corrente aumentou em 300% com o tempo de incubagao. Além disso, houve
aumento na sensibilidade, possibilitando sua modulagdo com o tempo de
interacado de acordo com a necessidade. Em testes de até 4 h de exposi¢cédo ao
T20, as correntes de pico apds 5 min da interagcdo com a sonda redox
aumentaram em 19,6% em relagédo aos dados de 1 h de exposigéao ao T20. Por
fim, aumentou-se a complexidade da matriz para analise do desempenho do
sistema em um meio de relevancia clinica, o plasma humano n&o diluido.
Enquanto as estratégias de protegdo contra a passivacéo disponiveis na
literatura comprometem a sensibilidade, nosso método proporcionou um
aumento de corrente de 125% em relacdo a corrente original apoés 1 h de
exposicdo ao plasma. O método se mostra, assim, promissor para o
desenvolvimento de biossensores visando seu uso em dispositivos POC e
testes em massa.



ABSTRACT

Electrochemical sensors are a promising alternative to point-of-care (POC)
analysis. Despite this, the development of a responsive and scalable device that
allows analysis of biological samples is still a challenge. The main reason for
this is due to the electrode surface passivation by the medium, which damage
its analytical performance, compromising its commercialization and daily use.
To prevent this passivation, an antifouling layer is usually applied to inhibit the
non-specific adsorption of proteins on the electrode surface. However, these
protection layers lead to limitations such as sensitivity loss, increase of
fabrication complexity and time, and reduction of the sensor life spam. Without
any covalent modification step, this work proposes an unprecedented strategy
for electrochemical analysis of complex biological fluids using a pyrolyzed
paper, a 3D porous, hydrophobic and conductive material, as a scalable,
disposable, and green electrode coupled to a commercially available surfactant,
Tween®20 (T20). This polysorbate was capable to form in-situ amphiphilic
nanolayer (~2 nm) that led to two cooperative simultaneous phenomena: i) a
slow and gradual permeation of the samples through electrode porous,
increasing its electroactive area and ii) an antifouling surface protection against
passivation by a hydrophilic solvation layer. Besides that, the nanometer
thickness of T20 was crucial to prevent a significant impediment to the charge
transfer kinetics of redox pair, [Fe(CN)s]*¥*~. The sensor was characterized
through different characterization techniques for i) its physical proprieties
(contact angle, LSCM, resistivity, SEM, AFM, Raman, and TEM) and
electrochemical properties (cyclic voltammetry and EIS), ii) sample capillarity
with T20 (SEM and EDS), and iii) adsorption, thickness, and antifouling
propriety of T20 (XPS, AFM, uCT, STEM/EELS, and AFM dC/dZ). After T20
addition in a solution of bovine serum albumin (BSA), a biofouling model
adopted, the current increased by 300% with incubation time. In tests of up to 4
h of T20 exposure, the peak current after 5 min of redox probe interaction
increased by 19.6% in relation to 1 hour exposition data to T20. At last, the
matrix complexity was increased in order to analyze the system performance in
a clinically relevant medium, undiluted human plasma. Even though anti-
biofouling strategies in literature compromise the sensor sensibility, our method
provided a current increase of 125% compared to the original current after 1 h
of interaction with human plasm. Therefore, the method shows a promising
biosensors development aiming its use in POC and mass diagnosis devices.
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1.  Introducgao

Diagnésticos em campo e em massa

Plataformas bioanaliticas para analise em campo (point-of-care, POC) tém
surgido como uma alternativa de grande relevancia no diagnostico de doengas’-2.
Em 2003, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) definiu um conjunto de critérios a
serem seguidos para o desenvolvimento de um teste POC ideal. Esses critérios
foram aprimorados e, atualmente, sdo amplamente conhecidos como o acrénimo em
inglés REASSURED. Esse termo diz respeito a plataformas com conectividade em
tempo real (real-time connectivity), de facil coleta de amostra e respeitando o meio
ambiente (ease of specimen collection and environmental friendlines), acessiveis
(afffordable), sensiveis (sensitive), especificas (specific), faceis de utilizar (user-
friendly), rapidas e robustas (rapid and robust), sem equipamentos de medida
(equipament-free) e acessiveis ao usuario final (deliverable to end-users)®. Através
dessas plataformas, € possivel descentralizar as analises contribuindo para reduzir o
tempo de diagnéstico, assistindo a medicina personalizada e o diagndstico precoce
e estendendo o acesso aos servigos de atendimento a saude para a populagdo mais
carente e em regides de baixa infraestrutura.

Os dispositivos POC podem ser utilizados para monitorar remotamente
dados essenciais de um paciente, podendo ser em sua propria residéncia, agilizando,
assim, o atendimento médico. Uma central com especialistas para a interpretacao
desses dados receberia as informagdes do paciente e forneceria um retorno
simultdneo. Essa rapidez no diagndstico clinico contribui com a medicina
personalizada, a identificagdo de uma doenga nos seus primeiros estagios de
desenvolvimento e o progndstico de pacientes cronicos’®. Esse tipo de anadlise
clinica é particularmente valioso em ambientes com recursos escassos, de dificil
acesso a servigos de saude publica.

Os dispositivos POC sdo também cruciais no combate a epidemias e
pandemias por permitirem a realizagdo de testes em pontos estratégicos de uma
cidade ou regido, através de sistemas de testagem como por drive-through,
autotestes e postos de saude afastados. Isso auxilia na descentralizagao de servigo
dos centros médicos, evitando, assim, a sua superlotacdo nas areas de maior

numero de casos. Esses dispositivos sdo também essenciais para a testagem em
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massa por fornecerem informagdes importantes sobre as condi¢des de saude da
populagdo, como a progressdo do contagio da doenga''. Com essas informagdes, é
possivel assistir as acdes publicas de saude em relacdo ao isolamento social e
posterior retorno das atividades profissionais. Os dispositivos POC se tornaram
ainda mais evidentes com o surto da doenga causada por um coronavirus, 0 SARS-
CoV-2, em 2020, a COVID-19, mostrando a importancia de tais testes.

Para atenderem ao critério REASSURED, as plataformas POC devem ser
de facil manuseio, sem a necessidade de mao de obra especializada para operar e
interpretar os dados, e devem gerar analises rapidas e confiaveis a partir de um
sistema de baixo custo, portatil e escalonavel'?. Conforme sera abordado a seguir,
os biossensores eletroquimicos baseados em papel vém se mostrando capazes de

atender a esses requisitos.

Eletrodos baseados em papel

O primeiro trabalho utilizando um sistema a base de papel foi publicado
por Miller e Clegg em 1949, onde foi gravado, por aquecimento, um padrdo de
parafina hidrofébica em papel filtro para realizacdo de cromatografia de papel
automatizada'3. Porém, somente apos o trabalho do grupo do Whitesides em 2007,
no qual o papel foi utilizado como substrato para o desenvolvimento de um sensor
colorimétrico, que dispositivos analiticos a base de papel (PADs, paper-based
analytical devices) se popularizaram'3. Devido as diversas vantagens do papel como
sua ampla disponibilidade, baixo custo, biodegradabilidade, compatibilidade de
funcionalizagéo e capacidade de gerar fluxo por capilaridade, sem a necessidade de
bombas externas, os PADs tém ganhado espago principalmente como dispositivos
poc13—15_

A detecgao colorimétrica € uma das técnicas mais empregadas em
sistemas microfluidicos a base de papel (UPAD). Embora possua vantagens como
baixo custo e operagao simples, os sistemas colorimétricos podem apresentar
sensibilidade inferior as técnicas de deteccao tradicionais, sao limitados pelo niumero
de reagdes envolvendo o analito capazes de gerar cor e sao suscetiveis a
perturbagbes de luminosidade externa, o que limita o seu uso em campo’®.
Alternativamente, os dispositivos eletroquimicos a base de papel (ePADs), propostos

em 2009 pelo grupo do Henry, sdo uma estratégia atrativa para a fabricagdo de
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dispositivos POC, combinando baixo custo com sensibilidade elevada e
compatibilidades de miniaturizagédo do sensor e da instrumentagao analitica®.

Em relagdo aos eletrodos dos ePADs, o carbono (C) e metais nobres s&o
os mais utilizados. Os eletrodos metalicos, como Au, Pd, Ag e Pt, oferecem uma alta
condutividade, ao passo que o C oferece uma janela de potencial maior, além de ser
um material mais barato'3. Alguns dos materiais de C explorados na construgdo de
ePADs sido o grafite, carbon black, grafeno e nanotubos de carbono'’. Uma
alternativa é o papel pirolisado (PP), um eletrodo que é gerado sem a necessidade
de deposicdo de um material condutor, apenas pela conversao do papel em material
grafitico condutor através da pirélise do papel.

A pirdlise elimina etapas de transferéncia de material para o substrato de
papel e a geracao de residuos liquidos, baseando-se na grafitizagdo da celulose (ou
seja, a formagao de C sp?) por meio de aquecimento a temperaturas da ordem de
1000 °C, convertendo o papel em material carbonaceo condutor'®. A pirdlise pode
ser realizada através de duas técnicas, pelo aquecimento de toda extensao de uma
fita de papel em um forno tubular em meio a um gas™® (Ar, N2 ou Hz) ou por laser de
alta energia como, por exemplo, de CO2%°. Além de ser um processo ecoldgico, o
uso em especial do forno tubular apresenta vantagens, como uma melhor eficiéncia
na conversao da estrutura celulésica em grafitica (acima de 70%) e o fato de permitir
o escalonamento do processo em larga escala?'?2. Outra vantagem de seu uso é a
grafitizacdo de toda a espessura do papel, produzindo um eletrodo com uma
estrutura 3D, composta por fibras e poros. Essa estrutura 3D pode ser acessada
pela amostra mediante capilaridade promovida, por exemplo, por alcoois, 0 que
eleva a area eletroativa, aumentando, assim, a sensibilidade do método como
proposto recentemente pelo nosso grupo?3.

Na literatura, a aplicagcdo do PP na area de eletroquimica esta em
expansdo. Nos ultimos anos, eletrodos baseados em PP tém sido aplicados na
fabricagdo de supercapacitores flexiveis a base de papel®*, como eletrodo na
redugdo de CO2 catalisada com nanoparticulas de Cu?®, como sensor na
determinagdo de glicose em bebidas?®, como molde para estruturas fibrosas de
metais nobres e para determinacédo de tragos de Zn, Cd e Pb em aguas fluviais e
pluviais. Na area de biossensores, ha poucos trabalhos com uso de eletrodos a base

de PP. Um dos trabalhos de aplicacdo de PP na area propde a deteccdo de
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Staphylococcus aureus sem utilizar elementos especificos de reconhecimento,

através de medidas amperométricas com um eletrodo vestivel de PP,

Biossensores eletroquimicos

Os biossensores sao sistemas baseados na transdugdo de eventos de
biointeragao (reconhecimento bioldgico) em um sinal elétrico analiticamente util, ou
seja, que apresenta uma correlagdo sistematica com a presencga e a concentragao
do analito?®. Os mecanismos de reconhecimento desse analito sdo classificados em
dois tipos principais: (i) biocatalise, onde uma ou mais enzimas catalisam uma
reacao especifica envolvendo o analito, e (ii) bioafinidade, em que elementos como
acidos nucleicos e anticorpos s&o usados para interagédo especifica com o analito?.
Os biossensores sao formados por dois componentes principais em série. Além do
biorreceptor (ou elemento de reconhecimento), ha o transdutor que é responsavel
pela geragao do sinal elétrico analiticamente util. Particularmente, os biossensores
eletroquimicos se baseiam em transdutores eletroquimicos, sejam capacitivos ou
faradaicos, e exibem vantagens como baixo custo, alta sensibilidade e portabilidade,
as quais sdo essenciais para diagndsticos POC?,

Um dos primeiros biossensores foi desenvolvido em 1962 por Clark e
colaboradores, um biossensor eletroquimico de glicose baseado em biocatalise, com
a enzima glicose oxidase imobilizada sobre a superficie de um eletrodo de Pt para
catalisar a oxidacédo da glicose3'. O biossensor de glicose se tornou, atualmente, um
exemplo de sucesso comercial e de uso de rotina para testes POC. Décadas
seguintes apos a comercializagdo do biossensor amperométrico de glicose pela
Yellow Springs Instruments no ano de 1973, biossensores eletroquimicos para
deteccao de colesterol, lactato e creatinina surgiram no mercado3%32. O glicosimetro
continua sendo o biossensor mais usado em aplicagdes clinicas de rotina e
domésticas, representando 90% do mercado de biossensoress32-33,

Além das diversas exigéncias a serem consideradas como o custo por
teste, a regulamentacdo e o design da instrumentacdo, um dos principais motivos
que dificultam a comercializagdo dos biossensores eletroquimicos para o
monitoramento de demais doencgas € a contaminacdo do eletrodo apds interacao
com fluidos biolégicos (como sangue, plasma e soro), afetando a sua sensibilidade e

seletividade. O desenvolvimento de nanointerfaces capazes de preservar a resposta
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do biossensor apds exposicao a fluidos biolégicos € um desafio atual e determinante

para o sucesso da adaptacdo comercial desses dispositivos.

Passivagao dos eletrodos em fluidos biolégicos

A presenga de espécies bioldgicas em fluidos corporais, tais como suor,
saliva, sangue e urina, passiva gradualmente a superficie do eletrodo3*3°. As
moléculas organicas presentes, como proteinas, células, lipideos e polissacarideos,
adsorvem nao-especificamente através, principalmente, de interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas, afetando adversamente o desempenho analitico do biossensor3%:36,
Em biossensores do tipo label-free, essa camada influencia a superficie do eletrodo
de duas maneiras: (i) reduzindo a area eletroativa e (ii) dificultando o acesso da
espécie eletroativa (sonda redox) a superficie do eletrodo3>3’. O primeiro efeito
reduz a corrente faradaica, podendo prejudicar a sensibilidade do método, ou seja,
podendo aumentar os riscos de falsos negativos em diagndsticos clinicos®. Ja o
segundo efeito diminui a cinética de transferéncia de carga da sonda em solugéo,
gerando respostas ndo especificas as quais podem afetar a seletividade clinica do
teste, levando a falsos positivos.

As estratégias para contornar a passivagao da superficie do eletrodo
envolvem modificacbes quimicas e/ou fisicas com camadas semipermeaveis que
previnem a interagao do eletrodo com as proteinas, mas permitem a penetracado das
sondas. Os materiais mais utilizados sdo o polietileno glicol (PEG)383°, polimeros
zwitteriénicos*®*4, peptideos***8, monocamadas auto-montadas (SAM, self-
assembled monolayer)®4°, albumina do soro bovino (BSA, bovine 19 érum
albumine)3* ou camadas mistas®®. Como limitagdo, a maioria dessas membranas
semipermeaveis prejudica o desempenho dos eletrodos, pois também diminui a
cinética de transferéncia de carga envolvendo o analito e a superficie do eletrodo3.
Como solugdo, alguns trabalhos propéem a adigdo de um material condutor, por
exemplo, um polimero condutor, para minimizar as perdas na taxa das reacdes
redox5'. Porém, esse método resulta em um maior nimero de etapas de fabricagéo,
aumentando o seu custo. Essas camadas podem também afetar a durabilidade, a
reprodutibilidade e o escalonamento do sensor, prejudicando a sua viabilidade de

comercializagéo e uso na pratica clinica3%34.
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Em suma, o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos de baixo
custo, escalonaveis e capazes de garantir analises rapidas, reprodutiveis, sensiveis
e acuradas em fluidos biologicos complexos (n&o diluidos) € ainda um desafio para a
area. Pudemos observar essa dificuldade ao longo da pandemia da COVID19, com
os métodos convencionais como PCR (Polymerase chain reaction), ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay), que sao métodos laboriosos e caros, e LFA (Lateral
flow assay), método com acuracia inferior e focado em resultados qualitativos, ainda
sendo aqueles mais usados mundialmente na linha de frente de combate a

disseminagao do virus®.

Nossa proposta

Considerando os impactos da passivagao dos eletrodos em biofluidos e
as limitagdes dos métodos de protegao propostos na literatura, propusemos um novo
meétodo para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos baseados em PP
viaveis comercialmente e capazes de realizar analises sensiveis e reprodutiveis
mesmo apos longa exposicdo a meios bioldégicos como plasma. Esse método ndo
apenas protege o eletrodo de processos de passivagdo, mas também leva a um
aumento da sensibilidade ao longo dessa exposicéo do eletrodo.

O nosso sistema se baseia em dois fendmenos que ocorrem de maneira
simultanea: (i) a formagao de uma camada antipassivadora de Tween®20 (T20), um
surfactante comercial, em escala nanométrica e (ii) a permeacéao gradual da solugao
por capilaridade através dos poros do eletrodo hidrofébico de PP.

A camada de T20 formada inibiu a passivacao total do eletrodo e,
simultaneamente, permitiu o acesso da solucéo pelos poros do PP por capilaridade.
Esse fenbmeno promoveu reagdes redox nas regides parcialmente passivadas e em
areas novas ao longo do bulk do PP, gerando um aumento da corrente elétrica e de
sensibilidade em funcdo do aumento da area eletroativa. Além disso, a escala
nanométrica do T20 foi essencial para que nao houvesse uma interferéncia
significativa na cinética de transferéncia de carga. Caso contrario, uma camada de
antipassivagao espessa poderia ampliar o impedimento dessa cinética, diminuindo a
sensibilidade do método.

Ao contrario do que ocorre com os métodos descritos na literatura nos

quais ha perda de sensibilidade com a camada de protec¢ao, obtivemos um aumento
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de corrente faradaica apos 1 h de exposi¢cao do sensor (PP com a nanocamada de
PP) a plasma humano néo diluido. Esse € um resultado até entdo inédito. O método
também gerou uma sensibilidade analitica modulavel com o tempo, aumentando
gradualmente mesmo apds periodos longos de exposigdo a meio biolégico (4 h). Os
resultados obtidos demonstraram a capacidade do sistema, um método escalonavel,
de baixo custo e verde, em garantir analises reprodutiveis e sensiveis em biofluidos.
Os dados e discussdes apresentados foram compilados e publicados recentemente
no periddico cientifico ACS Applied Materials & Interfaces®2.

Esta dissertacéo ira abordar inicialmente (i) a fabricagao dos eletrodos de
PP, (ii) consideragdes sobre o principio do método e (iii) estudos eletroquimicos
preliminares. Em seguida, serdo descritas as caracterizagdes dos fendbmenos de (iv)
capilaridade através do PP, (v) adsor¢cédo do nanofiime de T20, sendo apresentadas,
por exemplo, medidas da espessura desse nanofilme, e (vi) estudos sobre a sua
propriedade de antipassivagcdo. O comportamento do sistema PP/T20 foi avaliado
utilizando-se a albumina de soro bovino, BSA, como agente passivador modelo, uma
vez que essa biomolécula é o constituinte proteico principal do sangue,
correspondendo a cerca de 60% das proteinas que compéem o sangue humano3+.
Por fim, serdo discutidos (vii) o desempenho analitico do método em funcdo do
tempo de exposicdo a BSA e (viii) a sua resposta apds incubacdo a um biofluido

complexo real, que consistiu em plasma humano nao diluido.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consiste em desenvolver uma plataforma
de baixo custo, escalonavel, reprodutivel e verde que permita determinacdes
eletroquimicas sensiveis e acuradas em amostras biologicas complexas. Para esse
fim, como solugéo proposta, foi usado o papel pirolisado em combinagdo com um
surfactante para (i) promocédo da capilaridade gradual e lenta da amostra na
estrutura porosa do eletrodo e (ii) protecao de sua superficie contra passivagao.

Quanto aos objetivos especificos, almeja-se obter uma fabricagao
reprodutivel e robusta dos dispositivos, compreender o principio de funcionamento
do método através de estudos com técnicas de caracterizagao sofisticadas e avaliar
seu desempenho analitico apds exposicao a BSA e plasma humano. Por meio de
diversas técnicas de caracterizagcao de superficies, avaliamos os fenbmenos de
capilaridade através do PP, da adsor¢do do nanofime de T20, inclusive a sua
espessura e da propriedade de antipassivagcao utilizando-se meio bioldgico
controlado (BSA). Em seguida, utilizando medidas eletroquimicas, o desempenho
analitico também é testado em meio a BSA e plasma humano. Visamos, assim,
demonstrar o potencial da plataforma para o desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos capazes de assegurar analises de alto desempenho analitico em

meio biolégico de relevancia clinica.
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3. Material e métodos

Reagentes quimicos

O material utilizado para a fabricagdo dos eletrodos de PP consistiu em
papel cromatografico #1 Whatman® (Cytiva, EUA), fita adesiva (Adelbras, Brasil),
filme Parafiim M® (Amcor, Suiga) e tinta de prata (SPI supplies, EUA). Todas as
solugdes foram preparadas em agua deionizada (purificado por Milli-Q). As sondas
redox ferrocianeto de potassio (Ks4[Fe(CN)s]-3H20) e ferricianeto de potassio
(Ks[Fe(CN)g]) foram adquiridas, respectivamente, pela Merck (Darmstadt, Alemanha)
e Nuclear (Guarulhos, Brasil). Tampao fosfato salino (PBS, phosphate buffered
saline) em pastilhas, cloreto de potassio (KCI) e monolaurato de polioxietileno 20
sorbitano (nome comercial, Tween®20) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis,
MO). O uso do plasma humano foi aprovado pela Comissdo de Etica Nacional em
Pesquisa, conforme Certificado de apresentagcao de apreciagao ética (CAAE) de
numero 45450321.8.0000.5404.

Fabricacao do dispositivo

O processo de pirdlise do papel aplicado foi adaptado de acordo com
descrito na literatura®. Uma folha do papel Whatman #1 foi cortada em tiras de 11 x
2,5 cm, onde foram pirolisadas em um forno de tubo Lindberg/Blue M (Thermo
Fisher Scientific, USA) sob fluxo constante de nitrogénio (99,99%), 20 L min~'. O
sistema foi aquecido até 1000° C por 1 h com rampa de aquecimento de 20° C min~".
Ao fim do processo, o forno foi resfriado naturalmente a temperatura ambiente.

Para sua conexao elétrica com o potenciostato, o PP foi conectado
eletricamente através da tinta de prata, fixando-o em uma lamina de vidro (76 x 26
mm), contendo uma trilha de Pt, fabricada previamente por técnica de fotolitografia e
deposicdo de filme fino por evaporadora por feixe de elétrons. Para delimitar a area
de deteccédo, foi usado o filme Parafilm, PF, com uma area circular de 2 mm de
didametro perfurado com auxilio de um punch. O sistema foi aquecido por 12 min a
120 °C, tempo e temperatura suficientes para que o PF derreta, penetrando

parcialmente nos poros do PP de modo a aumentar a sua estabilidade mecanica. As



24

principais etapas de fabricacdo e imagens da célula eletroquimica e do dispositivo

finalizado sao ilustradas na Figura 1a,b, respectivamente.
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Figura 1. Fabricagéo do eletrodo de PP e detalhes do sensor proposto. (a) Etapas de fabricacédo e (b)
imagens digitais da célula eletroquimica (1) e do dispositivo final (2).

Analises eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas no potenciostato Autolab,
PGSTAT302N (Metrohm, Suica). A célula eletroquimica foi composta por 3 eletrodos,
Ag/AgCl KCI 3,0 mol L-' (Metrohm) como eletrodo de referéncia e um fio de platina
enrolado (1,0 cm?2) como contra eletrodo. Foi utilizado o par redox Fe(CN)s¥4- com
KCI 1,0 mol L' e o tampdo PBS 10,0 mmol L=' como eletrdlito suporte. As
concentracdes de T20 e BSA foram 0,5% v/v e 1,0% m/v, respectivamente, ambas
em eletrélito.

Para as medidas de voltametria ciclica (VC), foram analisadas amostras
de 200,0 uyL em 8 ciclos sequenciais, sendo que, para o calculo das médias e
desvios, os 3 primeiros ciclos foram descartados (n = 5). A velocidade de varredura
aplicada foi de 20,0 mV s™' no intervalo de potencial entre —0,05 e +0,55 V. As
medidas de VC foram realizadas sequencialmente apds 5, 30 e 60 min de interagao
da amostra com o mesmo eletrodo. Esses dados foram tratados para obtencao das
correntes de pico e das diferencas de potencial associadas a sonda Fe(CN)s¥4 a

partir do software da Metrohm, NOVA 2.1. Ja os experimentos de espectroscopia de
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impedancia eletroquimica (EIE) foram obtidos continuamente por 1 h em uma faixa
de frequéncia de 0,1 a 1,0 x 10% Hz. Os dados dos elementos elétricos foram
calculados adotando o circuito elétrico equivalente de Randles na simulacao
realizada pelo software NOVA 2.1. Os valores de resisténcia de transferéncia carga
(Ret) foram obtidos a partir dos didmetros do semicirculo dos graficos de Nyquist
gerados.

Para comparacao do desempenho do sistema de PP com eletrodo de Au,
medidas com um eletrodo de disco de Au (1,0 mm de didmetro) foram realizadas
utilizando os mesmos eletrodos de referéncia e contra eletrodo citados acima. Antes
das analises, o eletrodo de Au foi polido com pastas de diamante de 0,25 e 1,0 ym
de diametro (Arotec, Sado Paulo, Brasil), seguido de limpeza com isopropanol. O
eletrodo foi posteriormente limpo eletroquimicamente em H2SO4 1,0 mol L' através
de 8 varreduras de VC entre -0,5 e +1,7 V sob a velocidade de 50,0 mV s™".

Para obtencdo da curva analitica, foram analisados padrbes da sonda
redox Fe(CN)s¥4- em diferentes concentragdes (1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 mmol L") por
VC. Para cada condig&o avaliada, foram utilizados 3 dispositivos distintos (n = 15). A
precisao dos dados foi calculada a partir do desvio padréo (d.p.) e do intervalo de
confianca (i.c.). Os valores de i.c. foram obtidos através da distribuicdo t de Student
a um nivel de confianga de 95% (a = 0,05). O coeficiente de determinagao (R?) foi
usado como parametro de linearidade das curvas analiticas, enquanto os valores de

sensibilidade foram obtidos diretamente pelo coeficiente angular das curvas®*.

Preparo das amostras de PP e caracterizagao

Para caracterizagcdo, as amostras foram preparadas a partir do seguinte
procedimento: o papel pirolisado foi incubado por 1 h com a solugdo do eletrdlito
com ou sem a presenga de T20 0,5% v/v e BSA 1,0% m/v (conforme indicado ao
longo do texto), seguido de lavagem com o eletrdlito por 3 vezes. O sensor foi, entéo,
armazenado em dessecadora por no minimo 24 h e, no maximo, por 1 semana. As
técnicas usadas para avaliacdo da morfologia e topografia dos eletrodos foram SEM
(scanning electron microscopy, FElI Quanta 650 FEG), LSCM (laser scanning
confocal microscopy, Keyene VK-X200) e espectroscopia de Raman (XploRA Plus,
Horiba). A hidrofobicidade do PP foi investigada através de medidas de angulo de

contato (Attension, Theta Lite). Para analise do fenébmeno de capilaridade através
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dos poros do PP, as técnicas de uCT (Computerized microtomography,
SkyScan1272, Bruker), e EDS (energy dispersive spectroscopy, Oxford) foram
usadas. Em seguida, a adsor¢do do T20 sobre PP e a sua propriedade de
antipassivacdo foram confirmadas por XPS (X-ray photoelectron spectroscopy,
Thermo Scientific) e AFM (atomic force microscopy, ParkSystems NX10) através de
medidas de gradiente de capacitancia, dC/dZ, e TEM (transmission electron
microscopy, Jeol JEM 2100 FEG-TEM). As medidas de STEM (scanning
transmission electron microscopy, Jeol JEM 2100 FEG-TEM) nos permitiram
também estimar a espessura da nanocamada de T20 sobre PP.

As medidas de topografia e de gradiente de capacitancia (dC/dZ) por AFM
foram realizadas em ambiente inerte de N2 pelo modo pulsante com ponta de Pt/Ir
(PPP-EFM, NanoSensors) sob valores de frequéncia e constante elastica de 75 kHz
e 3,0 N m™, respectivamente. A imagens de LSCM foram obtidas com laser 408 nm
usando diferentes lentes objetivas (10, 20, 50 e 100x). O espectro de Raman foi
obtido com laser de 638 nm e lentes objetivas de 50x. Uma fonte de potencial de 20
kV com corrente de 175 uA, rotacdo de 0,4° e 3 frames a cada rotacao foi usada
para as imagens de uCT das amostras. Para as imagens de SEM e mapas de EDS,
foi aplicado um baixo vacuo (100 Pa) em potencial de 7kV. Ja as imagens de TEM e
STEM foram obtidas com uma fonte de 200 kV.

Para as medidas de STEM, uma camada de Au de 70 nm foi depositada
sobre a superficie das amostras de PP para identificar a superficie superior, as quais,
em seguida, foram mergulhadas na resina Eponate 12 com benzildimetilamina
(BDMA) por 16 h a 60° C. Por fim, as amostras foram cortadas em uma espessura
de 60 nm usando lamina de diamante (Pelco 122-MT-30) a temperatura ambiente

em um ultramicrétomo (RMC Boeckeler PowerTome XL).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao do papel pirolisado

O papel selecionado para a pirdlise, Whatman #1, é muito utilizado na
fabricagdo dos dispositivos de papel, pois possui caracteristicas vantajosas como
uma menor quantidade de aditivos, minimizando, assim, o efeito do contaminante
nas propriedades elétricas, e maior uniformidade das fibras, o que contribui para a
reprodutibilidade dos sensores fabricados a partir de lotes distintos de papel®®. Para
utilizacdo do papel em ePADs, é necessario que o papel seja submetido a um
processo que o transforme parcialmente ou totalmente em material condutor para
obtencao do contato elétrico. As principais técnicas empregadas para definicdo das
trilhas condutoras sao impressao por tinta condutora, pirdlise a laser ou em forno,
deposicdo de filmes finos metalicos e escrita direta com lapis comerciais ou canetas
esferograficas contendo tinta condutora’®¢. Particularmente, a pirdlise em forno se
mostra uma alternativa viavel ao aproveitar a tridimensionalidade do papel, ou seja,
uma maior area util do eletrodo e um aumento de condutividade na fabricacdo do
dispositivo®’.

O processo da pirdlise pode ser resumido em 2 etapas. Primeiramente, ha
a perda da maior quantidade de massa devido a intermediarios volateis (como a
agua), com formacao de intermediarios nao volateis a partir da degradacao térmica
da celulose, que ocorre na faixa de temperatura de 216 a 336 °C. Em uma segunda
etapa, de 336 a 500 °C, os demais compostos, como os intermediarios formados e
aditivos presentes da produgado do papel, sdo degradados, produzindo material em
forma de gases, liquidos e solidos'®58, A 600 °C, a maior parte da celulose ja foi
decomposta (>98%), porém, estudos anteriores mostraram que a pirdlise em 1000
°C resulta em um papel de menor resisténcia elétrica’®%%. Nessa etapa, grande parte
dos grupos oxigenados é eliminada, seguido da formagao de uma estrutura grafitica
devido a geragéo de C hibridizado sp?. Logo, ha um aumento na condutividade do
material em fungéo da deslocalizagdo de elétrons na ligagéo 180

O processo de pirdlise do papel aplicado foi adaptado conforme descrito
na literatura®®. Uma folha do papel cromatografico foi cortada com auxilio de uma

guilhotina em tiras de 11,0 x 2,5 cm. Para obtengao do papel grafitico, as tiras foram
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pirolisadas em um forno de tubo sob fluxo constante de nitrogénio (99,99%) de 20 L
min~'. O fluxo de nitrogénio foi acionado 5 min antes do inicio do aquecimento,
visando a ocorréncia da queima do papel em ambiente inerte. A rampa de
aquecimento programada foi de 20 °C min~' a partir da temperatura ambiente
(aproximadamente 25° C) até 1000 °C, permanecendo nessa temperatura por mais
1 h. Ao final do processo, o forno, com o papel pirolisado, foi resfriado naturalmente
a temperatura ambiente, o qual, em seguida, foi recortado em tiras de
aproximadamente 1 cm.

O PF tem sido adotado como alternativa de baixo custo para definigao de
canais microfluidicos através do seu aquecimento, obtendo-se canais de resolugéo
superior aos produzidos pela cera®'. Neste trabalho, o PF foi utilizado para delimitar
a area de detecgdo do PP e, além disso, aumentar sua resisténcia mecanica,
considerando a fragilidade do PP resultante do processo da grafitizagdo, como
mostrado abaixo na Figura 2. Uma camada de PF perfurada circularmente em uma
area de 2 mm de didmetro com auxilio de um punch foi colocada sobre o PP e, em
seguida, derretida parcialmente mediante aquecimento por 12 min a 120 °C, tempo e
temperatura suficientes para que o PF penetre parcialmente no PP. Adicionalmente,
foi necessario incluir uma camada de fita adesiva no conjunto, pois os testes
eletroquimicos preliminares com a sonda Fe(CN)e* (ndo mostrados) apresentaram
um aumento da diferenga de potencial entre picos de oxidagéo e redugédo (AE)),
indicando uma baixa reversibilidade eletroquimica que se deve, possivelmente, ao
fato do PF nao isolar totalmente a superficie do PP da solucéo eletrolitica apds
aquecimento.

A Figura 2a representa o PF antes e apds o aquecimento do sistema. A
fim de mostrar a permeacgao do PF pelo PP, foi obtida uma imagem lateral de SEM
do dispositivo seccionado transversalmente com auxilio de uma lamina de corte em
meio de nitrogénio liquido. A Figura 2b mostra a regido onde foi obtida a imagem, e
pode ser observado na imagem de SEM, na Figura 2c, que a regido com o PF
permanece bem definida apés o aquecimento. As manchas em claro se devem a
presenca de potassio e cloro decorrente da adicdo de uma solugao de KCI 1,0 mol
L-! para se observar a permeacgédo do liquido pelo sistema, que sera discutida nas
proximas secdes deste trabalho.

Foi obtida também imagem de SEM resultante da superposicdo de

imagens por elétrons retro espalhados e dos elétrons secundarios do corte
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transversal do eletrodo. Como esses elétrons carregam a informagdo da massa
elementar e da topografia da amostra, respectivamente, foi possivel a diferenciagcéao
das camadas que compdem o dispositivo. Como pode ser observado na Figura 2c,
o PF penetrou pela estrutura do PP por cerca de 15,5 um, indicando a profundidade
da camada por dentro da estrutura do PP. Essa camada também gerou resisténcia
mecanica e flexibilidade suficientes ao eletrodo para sua manipulagdo sem
danificagdo do material. Outros métodos para contornar a baixa resisténcia
mecanica disponiveis na literatura sdo através da adigdo de nanotubos de carbono?,
permeagao parcial de uma camada de polimero® ou do uso de um ligante como a
quitosana?’. Além disso, a espessura média do PP observada foi de 79,5 ym, com
um desvio padrao (d.p.) de 9,1 um, enquanto a camada formada pelo PF e da fita
adesiva (AD) foi de 147,5 ym com d.p. de 10,1 ym.

a
PF
PP
Cc
 AD
PF
PP

Figura 2. Comportamento do filme de PF depositado sobre o PP. (a) Imagens digitais do sensor antes
e apds o aquecimento a 120 °C. (b) llustragdo do corte realizado no PP com o PF e indicagédo da
posi¢do onde foi obtida a imagem de SEM e (c) imagens de SEM da lateral do corte transversal do
sensor no limite do PF (1) e de todas as camadas do sensor (1). AD, PF e PP, representam,
respectivamente, a camada adesiva, a camada de PF e o papel pirolisado.

Importante ressaltar que, considerando todas as etapas de fabricagao do
dispositivo desenvolvido, apresentamos ao final um sensor de baixo custo. Apesar
de fazer uso de sala limpa e deposicao de filme fino de Pt para a fabricagcdo de

trilhas condutoras, essas etapas de fabricagdo sdo bem estabelecidas na industria
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de microeletrébnicos e semicondutores e sado escalonaveis, permitindo a sua
produgao em larga escala. Além disso, deve-se salientar que as laminas de vidro
com as trilhas ndo sao descartaveis, podendo ser reutilizadas por diversas vezes,
como foi realizado ao longo deste trabalho. Uma alternativa para tornar o sistema
totalmente descartavel seria usar o proprio PP como trilha, com deposi¢céao de Ag
sobre a trilha para fabricagdo do eletrodo de referéncia®.

As propriedades do PP foram analisadas por diferentes técnicas de
caracterizagao, discutidas a seguir. A topografia do PP foi investigada através de
LSCM, enquanto as observacdes das fibras superficiais do PP foram obtidas por
imagens de SEM. Também foram realizadas medidas de condutividade do PP. A
conversdo da celulose em material grafitico foi verificada pela medida de
espectroscopia de Raman e a hidrofobicidade do material foi confirmada através de
medidas de angulo de contato.

As medidas realizadas por LSCM, como mostradas na Figura 3a,
demonstraram que a superficie do PP é rugosa, com rugosidade de 5,7 ym (d.p.:
0,9) calculada através da média quadratica (RMS) da altura em uma area de 5,8 cm?.
A espectroscopia Raman é uma técnica poderosa para estudo de materiais a base
de carbono, que possibilita a avaliagdo do nivel de oxidacdo do material, a distancia
entre defeitos do reticulo cristalino formado e dos tamanhos de sua rede cristalina®?.
Comparando-se os resultados das medidas do papel antes e apds a pirdlise,
apresentados na Figura 3b, foi possivel observar a transformacédo da estrutura
desordenada, dada pela banda D, em estrutura grafitica, associada com a banda G.
A banda D é relacionada com a desordem estrutural da rede de carbono causada
pela presencga de grupos funcionais de oxigénio no plano basal e/ou defeitos devido
a formacéao de gréaos e presenga de vacancias, portanto relativo a hibridizagado do C
sp?. Ja a banda G representa a reparagdo dos defeitos, como na formagdo da rede
 grafitica C sp?, a partir das reagdes de deoxigenagdo, levando a um material com
cristalinos grafiticos maiores e de melhor condutividade®. Essas caracteristicas
estdo de acordo com a baixa resistividade do PP, avaliada através da medida da

resisténcia elétrica do material como discutido abaixo.



31

Q
>
=
2

o
=

i L
D (1323)

G (1585)

Intensidade Raman (a.u.)

1 1 1
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Deslocamento Raman (cm-1)

Cc 7
6 Trésamostras:
> 5 = S
s al — 52
@ 3
s |
g 2
!
1 [
- :
0
00 20 40 6.0 8.0 100

Raio das fibras (pm)

Figura 3. Dados de caracterizagdo fisica e eletroquimica do PP. (a) Mapa de topografia do PP por
LSCM (5,8 cm?2, objetiva 50x). (b) Espectro de Raman do papel antes (1) e apos (2) o processo da
pirdlise. (c) Histograma com dados obtidos (1) através da imagem binaria (2) gerada a partir das
imagens de SEM em trés regides distintas. (d) Imagem digital da medida de angulo de contato ao se
gotejar 10 pL de agua deionizada sobre a superficie do papel pirolisado.

Uma tira de 7,0 cm x 1,5 cm do papel pirolisado foi utilizada para conferir
as propriedades elétricas do material. Através de um multimetro, a sua resisténcia
elétrica foi medida através de trés pontos de mesma distancia em uma mesma tira
de PP. Considerando a espessura média de 0,09 cm do PP, o valor de resistividade
foi da ordem de 128 mQ cm, valor inferior a de outros papeis reportados na literatura
(aproximadamente 325 mQ cm para papel sulfite'?)

As fibras de celulose de trés diferentes amostras de PP foram observadas
a partir de imagens de SEM, e todas se apresentaram irregularmente distribuidas
pelo papel. As imagens obtidas foram tratadas por Imaged em conjunto com a
extensdo Diameterd, a fim de se obter informagdes sobre tamanho das fibras e dos
poros®. Para isso, as imagens foram segmentadas e transformadas em uma
imagem binaria preta e branca, como apresentado na Figura 3c. Em seguida, um
segundo algoritmo foi aplicado, o Fiber Diameter Histogram, que possibilitou a

determinacao dos didmetros das fibras de acordo com cada pixel ao longo de seu
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comprimento. Os didmetros médios das fibras e dos poros para 3 amostras de PP
foram de 4,0 ym (d.p.: 0,3) e de 11,9 ym (d.p.: 1,30), valores uniformes apesar da
distribuicdo randémica das fibras. Esse dado suporta a reprodutibilidade satisfatéria
observada nas medidas eletroquimicas, as quais serao discutidas na secéao 4.5.

A natureza hidrofébica do PP foi confirmada através de medidas de
angulo de contato. Testes foram realizados em trés regides diferentes do papel, de
um mesmo lote de pirdlise, com 10 pyL de agua deionizada. O angulo obtido foi de
121,0° (i.c.: 20,5° n = 3). Na Figura 3d é apresentado o angulo de contato obtido
para uma das regides. De acordo com o modelo proposto por Cassie-Baxter, esse
carater hidrofdobico se deve n&o apenas a estrutura grafitica do material
(composigdo), mas também a sua rugosidade. Esse paradmetro pode gerar o
confinamento de ar entre a amostra liquida e o sdlido, aumentando a hidrofobicidade

do sistema®®.

4.2. Principio do método

O T20 é conhecido por sua aplicagdo em formulacgdes biolégicas devido a
sua alta biocompatibilidade e habilidade de prevenir a agregacédo de proteinas por
promover sua estabilidade coloidal 6-%8, Portanto, ao optar em utiliza-lo no nosso
sistema, surfactante ndo atuaria como interferente ou como um reagente adicional,
dado que é muito utilizado no armazenamento de amostras bioldgicas. Nesse
projeto, como sera abordado adiante, o T20 formou uma camada nanométrica
fortemente adsorvida sobre as fibras grafiticas na superficie e pelos poros do PP,
resultado da sua natureza anfifilica. O polissorbato, T20, € um surfactante nao idnico
com uma extremidade hidrofilica composta por cadeias de polioxietileno (PEO)
conectadas a uma cauda hidrofébica composta por um acido graxo.

Essa terminacao linear de acido laurico, responsavel pela adsorgao no PP
por interagcdes hidrofébicas, e segmentos hidrofilicos de PEO que ficam expostos a
amostra, seguem uma conformagao mais favoravel, gerando uma adsorcao
orientada das moléculas de T20. Devido a presencga de grupos oxigenados, o PEO
se comporta como receptor de protons, criando, assim, uma camada de solvatagao
forte, uma espécie de colchdo d’agua, que previne as interagdes hidrofébicas do PP
com as proteinas presentes nos fluidos corporais®. Além dessa propriedade de
antipassivagao, a nanocamada de T20 atua como surfactante, diminuindo a tensao
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interfacial e promovendo a difusédo lenta e gradual da solugao através dos poros de
PP, como ilustrado na Figura 4a.

A capilaridade das solu¢des aquosas através dos poros do PP promovida
pelo T20 gera um acesso gradual da sonda redox a superficies novas do eletrodo,
causando um aumento da area eletroativa e, assim, da concentragao superficial de
excesso’®. Ademais, a capacidade do fiime de T20 em formar camadas de
solvatacdo quando exposto ao fluido biolégico acarreta uma protegdo do PP contra a
adsorcao nao especifica de biomoléculas (efeito de antipassivagdo) como discutido
acima. Isso facilita o acesso da sonda a superficie do PP, minimizando as perdas na
cinética de transferéncia de carga'®. E importante destacar que a espessura
nanométrica do T20 (~2 nm conforme as analises de TEM que serdo discutidas
posteriormente) também contribuiu para minimizar o bloqueio das reagdes redox.
Como resultado, os fendmenos listados acima (capilaridade, efeito antipassivagao e
espessura nanométrica do T20) geram um aumento nas correntes faradaicas
obtidas pelo sistema PP/T20 e na sensibilidade em funcdo do tempo como ilustra a
Figura 4b.

A estratégica proposta € inédita na area de biossensores eletroquimicos.
Poucos trabalhos conseguem manter a sensibilidade analitica apds a protegado do
eletrodo contra a passivacédo, como discutido na secéo 4.7. E, somado com o uso de
um material condutor barato, escalonavel e verde, o sistema proposto podera
contribuir no avango do desenvolvimento de dispositivos POC capazes de realizar

analises de relevancia clinica que auxiliardo a sociedade.
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Figura 4. llustragdo do principio de funcionamento do sensor. (a) Fendmeno causado pela adigéo de
T20 de formagao da capa de solvatagéo (1), o fluxo da solugéo pelo PP mostrado na imagem de SEM
do corte transversal de PP (2) e sais de KCI precipitados por entre as fibras apds evaporagédo do
solvente (3). (b) Comportamento da corrente faradaica pelo tempo sob efeito do T20.

4.3. Analises eletroquimicas preliminares

4.3.1. Cinética de transferéncia de carga

Nesta secao sao descritos estudos sobre as propriedades eletroquimicas
do sensor na presenca e auséncia do T20 e do BSA. A principio, a fim de avaliar o
comportamento eletroquimico do sensor, foram realizadas medidas de voltametria
ciclica, VC, do par redox Fe(CN)s¥*~ a 1,0 mmol L-' em KCI 1,0 mol L~' e tampéo
PBS 10,0 mmol L=' como eletrdlito de suporte. O voltamograma resultante se
mostrou uma curva tipica de macroeletrodos, como esperado, com difusédo linear
semi-infinita’""2, como mostrado na Figura 5a. Ndo foram observados outros picos,

indicando a auséncia de contaminantes no papel’®. O valor de AE,, obtido foi de 90

mV para a velocidade de varredura (v) de 20 mV s~!, sugerindo que 0 processo

redox € quasi-reversivel’. O resultado era esperado devido a resistividade
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moderada do PP de 128 mQ cm, valor inferior a, por exemplo, Au e Ag que possuem
resistividades da ordem de <0,1 mQ cm?’3. A relagéo dos picos anddicos e catddicos,
lap/lcp, resultou em 1,05, indicando uma boa reversibilidade quimica. Para avaliar a
cinética de transferéncia de carga, variou-se v de 10 a 100 mV s~'. Como observado
na Figura 5b, as correntes de pico de oxidagao e redugdo aumentaram linearmente
com a raiz quadrada da velocidade aplicada (R?>0,99), que é consistente com
processos redox controlados por difusdo linear. Com base no inset presente na
Figura 5b, observa-se que ha um aumento na diferenca de potencial com a
velocidade de varredura, indicando uma limitacdo na cinética de transferéncia de

carga’®.
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Figura 5. Resultados obtidos na avaliagdo do sensor em relagcdo a velocidade de varredura. (a)
Voltamograma em diferentes velocidades de varreduras (10, 20, 40, 60, 80 e 100 mV s-'), (b) grafico
de corrente de pico anddico e (c) grafico do parametro @ por 43,90 v-'2 para Fe(CN)s¥4- a 1,0 mmol
L. v=20mVs"

Com esses dados foi possivel também calcular a constante de
transferéncia heterogénea de elétrons (k%) a fim de se obter informagdes mais
quantitativas sobre a reversibilidade eletroquimica. A constante foi calculada
baseada no parametro cinético de Nicholson”, v, cujo valor foi obtido pela Equagio

1 abaixo, demonstrada por Lavagnini e colaboradores’®.

(—0,6288+0,0021 (nAE, ))
(1-0,017(nAEp))

Y =

Equacao 1

Onde n € o numero de elétrons envolvidos na reagéo e AE, € a diferenca

de potencial entre os picos de oxidagao e redugao. A partir do valor do parametro vy,



36

foi calculada a constante k° pelo coeficiente angular do gréafico ¥ por [rDnF/(RT)] v~
2 Considerando o coeficiente de difusdo, D para Fe(CN)s¥*- de 4,24 x 1076 cm?2 s~
em 25 °C, o valor da constante [tDnF/(RT)] é dado como 43,90747°. Portanto o valor
de kO obtido foi de 1,8 x 10~ cm s, superior @ maioria dos eletrodos a base de
papel reportados na literatura, como mostrado na Tabela 1. Essa constante de
transferéncia heterogénea de elétrons moderada mesmo com alta taxa de
grafitizagcdo do papel se deve provavelmente a porosidade da superficie do PP, a

presenca de grupos funcionais oxigenados e a baixa resistividade (128 mQ cm) 76,

Tabela 1. Valores de k° reportados para eletrodos de diferentes materiais.

ELETRODO K’ (cms™
Papel pirolisado com acetato de celulose®® 1,5x 1073
Espuma de oxido de grafeno reduzido’’ 2,4x10™*
Impresso de carbono comercial’’~"° ~5x 10
Diamante dopado com boro comercial’® 3,62x 1073
Carbono vitreo comercial’® 4,60 x10°3
Grafite de lapis comercial™® 3,02 x 103
Papel carbono’ 1,6 x10°3
Grafite em p6 com esmalte de unha™ 5,82 x 1073
ITO™ 2,57 x 1073
Papel pirolisado (este trabalho) 1,8x 1073
Papel pirolisado com T20 (este trabalho) 1,2x 1073

Os valores calculados de k° sdo uma aproximagéo considerando um
coeficiente de difusdo de um sistema em meio a tampao fosfato 0,1 mol L~' com
eletrodo de pasta de carbono, determinado por cronoamperometria. Para um calculo
rigoroso, devem ser obtidos valores de D nas mesmas condigcdes propostas,

considerando a porosidade do PP.

4.3.2. Efeitos cooperativos do T20

Para observar os efeitos do T20 no sistema, inicialmente, o sensor foi
testado através de medidas de VC para [Fe(CN)s]**~ a 1,0 mmol L-' em quatro

condi¢cbes distintas, como mostrado na Figura 6a. O sensor, primeiramente, foi
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analisado em uma solugdo da sonda redox com somente o eletrdlito (condigéo
controle, CT). Em seguida, foram testados os seguintes casos: solugdao da sonda
com T20 0,05% v/v (condi¢cdo T20), solugdo da sonda com BSA 1,0% m/v (condig&o
SFC, surfactant-free condition) e, por fim, solu¢do da sonda, com BSA e T20
(condicao SWC, surfactant-with condition).

O sistema foi testado inicialmente somente com BSA, condi¢do SFC, que,
como esperado, impactou o desempenho do PP. Na auséncia do T20, a sua adi¢ao

a solugéo da sonda resultou em um aumento do AE), para 268 mV, como mostrado

na Figura 6b quando comparado com a condigdo CT. Com base no parametro de
Nicholson, esse sistema possui um comportamento irreversivel (i > 7). Isso se deve,
provavelmente, a adsor¢cdo nao-especifica da proteina sobre o PP.

Na solugdo da sonda redox com T20, o voltamograma mostrou
novamente uma curva tipica de macroeletrodos, como mostra a Figura 6a. No
entanto, com a penetragdo da solugao através dos poros do PP em funcdo da
presenca do filme de T20, o PP, nesse caso, se comporta como um eletrodo poroso.
Logo, além da difusdo linear semi-infinita sobre as suas superficies planas (fibras
externas e internas no interior de poros maiores), € provavel que haja o
aprisionamento da sonda em camada fina estacionaria a qual ocorre no interior dos
seus poros menores®. A constante de transferéncia heterogénea de elétrons obtida
pelo sistema PP/T20 foi 33% inferior aquela obtida para PP nativo (Tabela 1). Logo,
apesar da sua espessura reduzida, da ordem de 2 nm, o filme de T20 reduz
parcialmente a cinética das reagdes redox.

Observa-se também que houve uma maior separagéo de AE, quando

comparado com o voltamograma da solugao sem T20, a condicdo CT, partindo de
90 para 193 mV. Contudo, o sistema ainda se comportou como um processo quasi-
reversivel, como revelado através da analise de parametro de Nicholson (¢ < 7)7°.
Apesar desse comportamento quasi-reversivel indicar um impedimento as reacdes
redox pelo T20 como afirmado anteriormente, houve um aumento de corrente em
um fator 3 vezes em relagéo ao valor original na auséncia de T20. Esse acréscimo,
como discutido anteriormente, esta relacionado com a elevacédo da area eletroativa,
que se deve a capilaridade da sonda redox através dos poros do papel e a

espessura nanométrica desse filme.
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Para observar o efeito de antipassivagdo do T20, avaliou-se a solugao
com BSA na presenga do T20, SWC. Neste caso, o sistema retorna a ser quasi-
reversivel (i < 7), com correntes de pico e diferenca de potencial similares aos
valores obtidos com T20 na auséncia da proteina. Apesar da diminuicdo da
reversibilidade do eletrodo, a proximidade do perfil do voltamograma do SWC com
solucdo da sonda com T20 evidenciam, assim, as propriedades do T20 de

amplificagdo da corrente e de protegao do PP contra adsorgbes nao especificas de

proteinas.
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Figura 6. Resultados obtidos na avaliagdo do sensor em diferentes solu¢des. (a) Voltamograma
ciclica e (b) grafico com as correntes de picos anddicos (lap) e catodicos (lep) em cada condigdo para

Fe(CN)s¥*-a 1,0 mmol L-1. v =20 mV s,

4.3.3. Estudos da cinética da transferéncia de carga por EIE

As condicbes SWF e SFC foram também avaliadas através de medidas
de EIE para sonda [Fe(CN)e]**~ (1,0 mmol L") ao longo de 1 h. De acordo com os
dados sem a presenga de T20, apresentados na Figura 7a, como esperado, houve
um aumento na impedancia imaginaria (Z”), o componente capacitivo da impedancia,
e na Rct com o tempo, indicando que a passivacao dificultou no acesso da sonda a
superficie do eletrodo. Ja com T20, ocorreu o oposto, com redugao de Z” e dos
valores de Rct. Essa reducido é consistente com os dois fenbmenos que estao
ocorrendo simultaneamente, como abordados acima: i) o aumento da area do

eletrodo e, logo, da concentracdo superficial de excesso da sonda dada a
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capacidade de capilaridade das solugdes pelos poros do PP; e ii) a propriedade
antipassivagcdo da nanocamada de T20 sobre PP. Esses fenbmenos geraram um
efeito sinergético para aumento da cinética de transferéncia de carga. E importante
ressaltar que essas alteragbes em Z” foram particularmente altas até 3 min,
mostrando que a cinética da capilaridade é heterogénea, sendo maior nos primeiros

minutos de incubacéo.
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Figura 7. Mapas de cores dos valores da impedancia imaginaria (Z”) com grafico de resisténcia de
transferéncia de carga pelo tempo, obtido a partir do grafico de Nyquist. Dados obtidos analisando
nas condi¢des (a) SFC e (b) SWC.

Um outro fenébmeno que pode ter contribuido para o aumento da cinética
das reagdes redox na condicdo SWC é o comportamento do PP como um eletrodo
poroso a medida que ocorre a permeacao da sonda através dos poros do material.
Mais especificamente, nos micro e nanoporos, pode ser alcangado o regime de
difusdo em camada delgada em que ha o confinamento da camada de difusao,
sendo observados o processo de ciclagem redox através das paredes dos poros e a
auséncia dos efeitos difusionais®!82. Como consequéncia, sdo esperados aumentos
na reversibilidade eletroquimica (redugado de Rct) e na taxa de transporte de massa,
o que de fato ocorreu como indicado pela diminuigado da impedancia de Warburg (W)
nos graficos de Nyquist obtidos durante os testes de EIE por 1 h conforme discussao
abaixo.

Analisando-se os graficos de Nyquist mostrados nas Figura 8a,b,
observou-se que, para ambas as condi¢cdes, SFC e SWC, o perfil obtido possui um

semicirculo, seguido de uma reta inclinada, onde sao relacionados as limitagdes dos



40

processos de transporte de carga e de massa, respectivamente. Assim, o circuito
equivalente RC de Randles contendo a impedancia difusional, W, foi usado para
modelar os dados obtidos”™. Como mostrado no inset da Figura 8b, esse circuito &
composto pelos seguintes elementos: uma resisténcia dada pelo somatorio de
efeitos ndo compensados com a resisténcia da solugdo (Rs), Rct, um elemento de
constante de fase (CPE, constant phase element) para representar a capacitancia
da dupla camada elétrica (Ca) n&o ideal e W, representando a difusdo linear semi-
infinita das espécies ibnicas do bulk para a dupla camada elétrica. Os valores

obtidos para esses elementos estao citados na Tabela 2.
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Figura 8. Graficos de Nyquist e circuito equivalente obtidos durante 1h de medidas continuas. Dados
obtidos analisando nas condigbes (a) SFC e (b) SWC. A seta em preto indica a sequéncia dos
espectros obtidos pelo tempo. Faixa de frequéncia analisada: 0,1 a 1,0 10° Hz.

Tabela 2. Valores obtidos para cada elemento do circuito equivalente simulado. Rs, Rct, CPE, W e 2
representam a resisténcia da solugdo resisténcia de transferéncia de carga, elemento de fase
constante, elemento de Warburg e qui-quadrado, respectivamente. Yo € um parametro referente ao
inverso da impedancia do elemento e a € um parametro empirico da idealidade do CPE.

Condigéo SFC sSwc
Tempo (min) 5 30 60 5 30 60
Rs (Q) 47,543 47,108 46,536 50,463 49,94 48,539
Rer (kQ) 4529 50,602 54,918 34,792 32,238 26,005
CPE Yo (uS s°) 0,049314 0,05592 0,059992 43126  6,7352 9,6095
a 0,9751 0,97481 0,97484  0,96946 0,96651 0,94051
w Yo (uS s%°) 48,387 50,71 51,23 104,64 178,24 366,33
X 0,00312 0,00351 0,00276 0,01618 0,03085 0,09877
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A correspondéncia do circuito equivalente de Randles com os dados
obtidos foi confirmada através de simulagbes realizadas pelo software NOVA 2.1.4,
onde se obteve valores de qui-quadrado, X2, entre 0,00276 e 0,09877, proximos a
zero, indicando uma boa convergéncia, como mostrado na Tabela 2. Apesar de
ambas as condigdes avaliadas mostrarem a presenga do elemento de Warburg,
observa-se que esse elemento foi mais proeminente para a condigdo SFC,
revelando a limitacdo das reagdes de transferéncia de carga pela difusdo linear.
Esse resultado era esperado dada a auséncia da capilaridade nessa condigao.
Assim, os processos redox ocorrem apenas sobre a superficie do macroeletrodo,
com o transporte de massa sendo baseado na difusdo linear ja que o diametro do
eletrodo ¢ infinitamente superior & espessura da camada de difusdao’®. Ja na
condigdo SWC, em concordancia com a presencga da difusdo em camada delgada
como supracitado, os valores de W foram reduzidos significativamente comparados
com o caso sem T20, SFC, como pode ser observado na Tabela 2 com o aumento
no valor de Yo, parametro relacionado com o inverso da impedéancia de Warburg.

Em relacdo aos dados obtidos para CPE, pode-se observar um aumento
no valor de Yo, neste caso, parametro relacionado com a capacitancia, indicando
uma maior polarizagao do eletrodo. O valor € condizente com o0 aumento da area na
presenca de T20, portanto, um maior carregamento da dupla camada elétrica (DCE).
Junto ao valor de CPE, é dado a, uma constante empirica, relacionada com o
comportamento de idealidade do elemento CPE, cujo valor varia entre 0 e 1. Sendo
a = 1 para quando o elemento CPE se comporta como capacitor ideal e a = 0 como
resistor®3. A sua diminuicdo da condicdo SFC para SWC indica o afastamento do
sistema de um capacitor ideal na presenca de T20, possivelmente relacionado com
0 comportamento como material poroso devido a permeacado da solucdo pelas
fibras®. Ademais, os valores obtidos de a sdo bastante préximos a 1, indicando que
o comportamento do elemento CPE é bastante proximo ao de um capacitor ideal, Cai.
Considerando isso, a simulacao foi refeita, considerando o elemento Ca no lugar do
CPE, e os valores obtidos para x? foram um pouco superiores, entre 0,045 a 0,26204,
porém, os demais elementos mantiveram as tendéncias anteriores, com

capacitancia média de 0,043 uF para condicdo SFC e 5,514 pyF para SWC.
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4.4. Estudos de caracterizacao

4.4 1. Capilaridade através do papel pirolisado

A resposta do sensor depende de 2 fendbmenos principais, da capilaridade
das solugdes através dos poros de PP e da formacédo da nanocamada de T20 com
propriedades de antipassivagao. Esses fenbmenos foram investigados por diferentes
técnicas de caracterizagado, mais especificamente, a permeacéao da solugao pelo PP
foi estudada por angulo de contato, uCT, SEM e EDS.

A medida de angulo de contato, 8, obtida anteriormente (Figura 3) para
PP, foi de 121,0°. Entretanto, com a exposi¢cdo do PP a T20 em agua (ver video 1),
seu valor chega a zero devido a acdo do T20 como surfactante e a propriedade de
hidrofilicidade adquirida. Por esses fendmenos, o T20 levou a permeacao da solugao
pelos poros do PP, aumentando, assim, a interagcdo da solugdo com a superficie do
eletrodo. O mesmo resultado é observado quando o tratamento com T20 é realizado
previamente, no dia anterior, com 1 h de exposig¢ao e lavagem seguidos da secagem
do PP em dessecadora por 24 h (ver video 2). A capilaridade persiste mesmo apos
lavagem e com eletrodo seco, indicando a adsorgao irreversivel do T20 ao PP.

E importante ressaltar que, mesmo com a permeacao da solugdo pelo PP,
a concentragdo de T20 foi selecionada de modo a evitar que a solugéo atingisse a
regido do contato elétrico dos eletrodos. Testes com outras concentragbes de T20
de 1,0% e 0,1% v/v foram realizados (dados ndo mostrados). Nas medidas com 1%
de T20, os valores de corrente anddica e catddicas eram superiores aqueles obtidos
com T20 0,5%, indicando uma capilaridade mais proeminente como esperado.
Porém, a reprodutibilidade foi inferior. Em muitos casos, observou-se que o liquido
permeava por toda espessura do PP, atingindo a lamina de vidro e, assim, criando
um caminho preferencial de capilaridade, o que pode ter contribuido para diminuir a
precisao das medidas.

O efeito da capilaridade do sistema foi verificado por yCT, SEM e EDS
apods a incubacgao da solugao de eletrolito com e sem T20 sobre o sensor por 1 h. A
imagem de puCT na Figura 9a mostrou o surgimento de ramificagdes, indicando a
presenca de materiais mais eletricamente densos devido aos ions depositados entre
as fibras apds a evaporagao do solvente. Portanto, a solucdo espalha radial e
heterogeneamente, atingindo regides internas laterais a area de detecgdo. Esse


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsami.1c18778/suppl_file/am1c18778_si_002.mp4
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avanco radial da solucido alcangou distancias de até 2,3 mm da area de deteccgao.
Mapas obtidos por SEM acoplada com EDS, na presencga e auséncia de T20, foram
obtidos em 3 regides do sensor: na superficie do eletrodo, na parte inferior do
eletrodo e através do corte vertical do eletrodo, como ilustrado na Figura 9b. Para
visualizagao da penetragao da solugao pelas fibras do PP, foram obtidos mapas de
EDS para os ions K* e ClI-, como pode ser visualizado na Figura 9c,d. Na auséncia
de T20, os sais presentes na solugdo, pertencentes ao eletrdlito de suporte,
concentram-se na regido superior do eletrodo, ou seja, a solugdo n&o penetra por
entre os poros do PP. Por outro lado, com T20, a solugdo permeou por toda a

espessura do PP, como mostrado pelo mapa por EDS.

C d
PP + Eletrolito PP/T20 + Eletrélito

Atenuacao

e ’ 4 . e
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Figura 9. Caracterizagdo da capilaridade adquirida pela presenga do T20. (a) Imagens 2D e 3D de
MCT do PP com camada de T20 apods, conforme ilustragdo (b), incubagédo por 1 h da solugéo e
secagem por 1 dia e (c) e (d) imagens de SEM e mapas de EDS para cada parte do eletrodo, topo
(1,2), fundo (3,4) e na transversal do eletrodo (5,6), na (c¢) auséncia e (d) presenca de T20. As cores
verde e vermelha no mapa de EDS representam 1,0 mol L-' de K* e ClI- do eletrdlito de suporte,
respectivamente.

4.4.2. Adsorcéao, espessura e propriedade de antipassivacado do T20

Confirmado o espalhamento radial da solu¢ao através do sistema PP/T20,
prosseguimos com estudos sobre (i) a presenca da camada de T20 formada sobre a
superficie do PP através de medidas de XPS, (ii) a sua espessura em superficies
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lisas por AFM e sobre o préprio PP por STEM/EELS e (iii) a sua propriedade de anti-
passivacao do T20 pelas técnicas de XPS, AFM e STEM/EELS. Para cada andlise, o
sensor foi exposto por 1 h a uma solugéo do eletrdlito de suporte sem e com T20. A
BSA foi usada para avaliacdo da propriedade de antipassivacdo do T20 e a sua
adicao foi sucedida das etapas de lavagem com o proprio eletrélito.

A presenca de T20 na superficie do PP foi inicialmente observada por
XPS pela diminuicdo na relagdo sp?/sp® quando comparada com o material sem
exposicdo ao T20 (3,74 para PP e 0,08 para o sistema PP/T20) e também pelo
aumento relativo da quantidade de oxigénio presente (0,03 para PP e 0,24 para
PP/T20), como mostrado na Figura 10b. Para estudo da propriedade de
antipassivacado através das medidas de XPS, o sistema foi estudado com uso de
BSA, onde se utilizou o nitrogénio (N) como marcador da presenga de BSA, indicado
na Figura 10d. Pelos dados obtidos pelo XPS do sensor exposto ao BSA na
presenca ou nado de T20, a relagdo da quantidade de N encontrado em relagdo ao
carbono presente na amostra foi de 0,1 na auséncia de T20. J4 com o T20, o valor
reduziu para 0,04, mostrando, portanto, a baixa adsorcdo do BSA na superficie do
PP. Medidas de dC/dZ por AFM e STEM também confirmaram essa propriedade de

antipassivacao do T20, as quais serao discutidas ao final desta sec¢ao.
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Figura 10. Resultados das anadlises de XPS para PP com incubagcdo de BSA e T20. (a) Survey
spectra para PP (1) e PP apds incubagéo, sem BSA, com T20 por 1 h (2). (b) Gréafico de barras das
quantidades relativas encontradas. Espectros de alta resolu¢do para (c) pico de C 1s para PP (1) e
PP/T20 (2), e para (d) N no sistema PP/BSA (1) e PP/BSA/T20 (2).

Através do AFM foi possivel medir a espessura nanométrica da camada
formada de T20 em substrato de silicio e mica, como mostrado nas imagens na
Figura 11a,c . No substrato de mica, a espessura encontrada foi de 2,8 nm (d. p.:
0,2) para 5 amostras analisadas e 2,1 nm (d. p.: 0,3) em silica, conforme mostrado
na Figura 11b e Figura 11d, respectivamente. Com as imagens de STEM, foi
possivel obter a espessura do T20 no préprio PP, concordando com os dados acima
mesmo na presenca da rugosidade do PP. Esses resultados serdo discutidos a

sequir.
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Figura 11. Resultados das medidas de AFM para determinagdo da espessura de T20. Imagens de
AFM de T20 em (a) mica e (c) silica com suas respectivas (b) medidas de altura e (d) perfis de altura.

Para a identificagdo dos componentes nas imagens de STEM no PP, foi
realizada medida de espectroscopia de perda de energia por elétrons (EELS,
electron energy loss spectroscopy). Através do espectro de energia obtido por EELS
a partir dos elétrons apdés a interacdo com o material, pode-se correlacionar a
energia com elementos quimicos presentes, assim como as vibragoes de ligagéo®®.
Para diferenciagcdo da superficie do PP com o seu interior, uma camada de Au foi
depositada. Assim, foram obtidas varreduras de espectros de EELS a partir de onde
o primeiro sinal da amostra foi identificado em direcdo ao interior do PP, como
indicado na imagem de TEM na Figura 12c,d. Os sinais foram integrados,
correspondendo a uma espessura de 1 nm da amostra. Em todos os espectros do
PP, conforme apresentado na Figura 12a,c, é possivel observar 2 picos bem
definidos, picos 1 (~287 €V) e o (~304 eV), que foram atribuidos a composicéo do
PP. Quando avaliado o sistema PP/T20, como mostrado na Figura 12d, os dois
primeiros espectros revelam a presenga de um ombro no pico 1, semelhante ao
espectro do T20 puro, mostrado na Figura 12a, uma indicagdo da presenca do T20.

Portanto, o dado sugere a formagao de uma camada do polissorbato na espessura
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de 2 nm no PP. Isso implica na adsor¢do de uma monocamada da molécula, em
concordancia com valores alcangados na literatura em superficie lisa de poliestireno
(2,1 nm)®® e em octadeciltrietoxisilano (1,9 nm)&. Essa espessura nanométrica é
essencial por minimizar a cinética de transferéncia de carga e, sinergicamente com a
capilaridade adquirida, tornou a contaminacdo causada pelo BSA insignificante ao
sinal eletroanalitico. Isso foi crucial para garantir um potencial promissor na

aplicacdo em fluidos complexos biologicos.
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Figura 12. Resultados das medidas de espessura da nanocamada de T20 pelo STEM/EELS. (a)
espectro individuais de EELS do PP e T20, (b), imagem de TEM da fatia de PP preparado por
ultramicrotomia. A fina camada de Au (depositada na superficie superior do PP) é indicada por setas
brancas, correspondendo a regiao escura. Imagem de STEM e espectros de EELS de (c) PP e (d) PP
exposta a T20. As regides contornadas por um retangulo verde (1) indicam as regides amplificadas
(2) e as linhas coloridas indicam as regides usadas para integrar os sinais de EELS do sentido de fora
para dentro da amostra, como indicado pelas setas (3). Cada linha corresponde a 1 nm. Espectros
integrados resultantes de EELS correlacionados com as linhas coloridas como descritos na legenda
(4) e zoom dos trés primeiros espectros com setas em preto indicando o pico T em aproximadamente
287 eV (5).

Foram também realizadas analises de AFM para medidas elétricas de
dC/dZ, cujo valor expressa a capacidade de polarizagédo das superficies avaliadas®’.
A area analisada foi a mesma regido, de 9 uym?, antes da incubagido e apods
incubacao e secagem. Os resultados sdo mostrados na Figura 13a. Analisando-se
os valores médios de potenciais obtidos, que constam na Figura 13b, na area na
auséncia de T20, o BSA reduziu os potenciais medidos em 46,7% em relacdo a
amostra controle de PP (antes da exposicdo ao BSA). Nas analises do sensor com

somente T20, sem interferentes, o sistema mostrou uma maior polarizagcdo, com um
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aumento de 16,1%, que provavelmente esta relacionado com a maior concentragao
de grupos oxigenados na amostra. Ja analisando-se o sistema PP/T20/BSA, os
valores obtidos foram bastante similares ao do sistema com somente T20,
mostrando a propriedade de antipassivagdo da camada de T20. Essa caracteristica
também foi possivel de ser confirmada através das medidas de STEM/EELS.

Com EELS, também foi possivel monitorar a presenca da proteina BSA
através do pico de nitrogénio. Obteve-se espectro de EELS em duas regides do PP,
logo abaixo da superficie (TS) e algumas centenas de nandmetros abaixo (BS). Na
auséncia do T20, a BSA se concentra somente na superficie do PP, como
apresentado na Figura 13c. No sistema PP/T20, por outro lado, o pico de N de BSA
na superficie do PP foi comparavel com o ruido do sinal, mostrando auséncia da
proteina, o que evidencia a propriedade de antipassivagdo do T20 contra a
biopassivagao do PP pela proteina. Entretanto, na Figura 13d, onde sao mostrados
mapas de C e N para regides de alguns micrémetros abaixo da superficie do PP, a
BSA também foi encontrada. Possivelmente, isso se deve ao residuo no interior do
PP nao removido durante a lavagem com eletrolito no preparo de amostra. Apesar
da BSA presente, as analises eletroquimicas nao foram prejudicadas, obtendo-se

uma boa reprodutibilidade, como sera demonstrada na préxima secgao.
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Figura 13. Resultados de AFM e de STEM/EELS para analise da propriedade de antipassivagéo do
sensor. (@) Mapas de dC/dZ por AFM e (b) valores médios de potencial obtidos do PP, realizados em
uma mesma regido, antes (1,3) e apds exposigdo de BSA, sem (2) e com (4) T20. (c¢) Imagens de
STEM para superficie do PP. Retangulos rosa e azul nas imagens indicam as regides onde foram
obtidos os espectros de EELS, onde TS indica a parte superior do sensor, e BS, inferior. (d) Imagens
de STEM e mapas de C e N (1,3), e espectro de EELS (2,4) obtidos nas regides de méaxima
intensidade (1) de N, indicado pelas setas em branco.

4.5. Desempenho analitico em meio de BSA

A fim de demonstrar o desempenho do sistema proposto em relagéo ao
tempo e sensibilidade, realizaram-se analises para uma mesma concentragéo de
sonda redox em 3 tempos e, depois, analises com solugdes de diferentes
concentracdes da sonda com BSA, nas condi¢gdes sem e com T20.

Primeiramente, para uma concentracgéo fixa da sonda de 1,0 mmol L™,
foram realizadas medidas de VC em diferentes tempos, 5, 30 e 60 min apds a
adicdo da solugdo da sonda redox. As analises foram avaliadas em duas condi¢des
no eletrodo, uma com BSA e T20, condicdo SWC, e na auséncia de T20, condicéo
SFC. O voltamograma obtido, apresentado na Figura 14a, mostrou um aumento
linear da corrente anddica (lap) € catédica (lac) durante 1 h de exposigao. Calculando-
se a taxa de aumento para lcp, mostrada na Figura 14c, para a condicdo SWC, a

taxa foi 20 vezes maior que para PP na condicdo SFC. Isso se deve a passivacao
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pela BSA que prejudicou o desempenho do eletrodo como ja observado nas

discussodes anteriores.
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Figura 14. Resultados das analises do sensor em diferentes tempos por incubagdo em Unica etapa.
(a) Voltamograma de [Fe(CN)s]*#~ 1,0 mmol L-" com BSA nas condigées sem T20, SFC e com T20,
SWC apés 5, 30 e 60 min de incubagdo. (b) Grafico das correntes de pico resultantes em maodulo e

as (c) taxas de aumento das correntes. v =20 mV s,

Em seguida, o experimento foi repetido nas mesmas condi¢cdes, em
diferentes tempos, porém, para diferentes concentra¢gées da sonda (1,0 a 5,0 mmol
L"), a fim de investigar a sensibilidade do sistema em cada tempo. As correntes de
pico medidas nos trés tempos de incubagdo aumentaram linearmente com a
concentragdo de [Fe(CN)e]*4~ (R? > 0,98), como mostrado na Figura 15a.
Interessante notar que, além do sinal da corrente, os valores de sensibilidade
obtidos com T20 também aumentaram com o tempo, indo de 1,7 (5 min) a 3,5 A
mmol~! L (60 min) para lap, como mostrado no gréafico de barras da Figura 15b Essa
dependéncia com o tempo enfatiza a capacidade do eletrodo de modular a
sensibilidade de modo simples, dispensando a necessidade de realizar quaisquer

ajustes, tanto em relacao ao procedimento analitico, quanto a arquitetura do eletrodo.
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Observa-se também que as sensibilidades para apés 30 min e 60 min do sistema

também superaram a sensibilidade na condigdo CT do PP (Figura 15b).
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Figura 15. Resultados das analises de sensibilidade do sensor. (a) Curva analitica para solugéo
padrao redox nas condicbes SFC e SWC em 5, 30 e 60 min. (b) Grafico com os valores de
sensibilidades resultantes para corrente andédica. A linha pontilhada em (b) representa a sensibilidade

obtida na condicao de solugdo controle. V=20 mV s,

Interessantemente, a sensibilidade na auséncia do T20 alcangada em 30
e 60 min foi levemente maior que em 5 min. Isso pode ter ocorrido devido a
porosidade do PP que reteve bolhas de ar que se deslocaram durante o tempo de
analise®.

Para cada ponto da curva analitica obtida para o calculo da sensibilidade,
foram utilizados 3 eletrodos distintos. Os intervalos de confianga obtidos para cada
ponto foram minimos em todos os graficos mostrados, como pode ser observado
pelas barras de erro, obtendo-se valores de erro relativo de no minimo 3% a um
maximo de 14%, indicando uma boa reprodutibilidade do sistema.

Como os eletrodos de Au sao muito utilizados na area de sensores pela
facilidade da funcionalizacdo de sua superficie através da reagdo com tiol%, o
eletrodo foi comparado com o PP. Foram obtidas curvas analiticas usando um
eletrodo de disco de ouro com a mesma solugao da sonda, porém sem T20 e BSA.
Os voltamogramas obtidos constam na Figura 16a. As sensibilidades do eletrodo de
ouro obtidas, apresentados na Figura 16b, foram de 1,4 yA mmol-' L e 1,3 pA
mmol~' L para lap € lcp, respectivamente, valores inferiores aqueles obtidos pelo PP

com T20 e, além disso, também inferiores quando comparados com PP na condigao
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controle (2,4 yA mmol~' L), evidenciando as vantagens do eletrodo de PP em

relacdo a um eletrodo bastante utilizado na area de biossensores'”.
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Figura 16. Resultados das andlises de sensibilidade com eletrodo de disco de ouro. (a)
Voltamogramas de 1,0 — 5,0 mmol L-' de [Fe(CN)s]**~ nas condigdes controle e respectiva (b) curvas

analiticas para lap e Icp. v =20 mV s,

As medidas de VC anteriormente discutidas foram baseadas em um protocolo
de uma unica etapa, ou seja, com exposicao simultdnea da sonda, BSA e,
eventualmente, T20. Enquanto essa rotina de unica etapa é o ideal para
experimentos em campo, uma vez que minimiza os riscos de erro de amostragem e
do usuario, uma pratica comum nas analises em biossensores envolve uma rotina
de 3 etapas. Geralmente, é realizada a incubacdo da amostra com o antigeno,
seguida de lavagem com agua ou eletrdlito para remogédo de amostra que néao
interagiu e, por fim, a exposi¢do do sensor a uma solugado contendo a sonda para a
realizacao das medidas eletroquimicas. Nesse sentido, o desempenho do nosso
eletrodo foi avaliado utilizando esse procedimento. Primeiramente, uma solugao com
BSA, sem e com T20, foi incubada sobre o eletrodo por 1 h, seguido da remogao do
excesso pelo eletrdlito e adigdo da sonda ([Fe(CN)s]¥*~ de 1 a 5 mmol L"), conforme
ilustrado na Figura 17. A deteccao foi realizada apos 5, 30 e 60 min da interacéo da
sonda com o eletrodo.

Neste processo, a etapa de limpeza remove apenas superficialmente a
solucdo de incubacido devido a sua forte adsorgcdo, o que faz com que o T20
continue permeando pelo PP, atingindo novas regides e, portanto, resultando em

valores maiores que pelo método de uma unica etapa, como mostra a Figura 17a.
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As sensibilidades obtidas também foram superiores, resultando em 17,7 yA mmol~’
L para lap ap6s 1 h, por exemplo. Por outro lado, na auséncia de T20, o desempenho
do eletrodo foi severamente prejudicado, com as sensibilidades similares em todos

os tempos, por volta de 1,0 yA mmol~" L.
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Figura 17. Resultados das analises de sensibilidade do sensor para rotina de 3 etapas. (a) Curva
analitica para solugéo padréo redox nas condigbes SFC e SWC em 5, 30 e 60 min. (b) Grafico com
os valores de sensibilidades resultantes para corrente anddica.

O sistema ainda mostrou possuir potencial em testes de longo periodo de
exposicdo, como apresentado nos voltamogramas na Figura 18. A solucdo de
incubagdo com BSA e T20 permaneceu por 4 h sobre o PP e, apds lavagens,
resultou em correntes 19,6% (lap) € 17,1% (lac) superiores aos valores obtidos com 1
h de incubacéo. A proximidade entre os valores de 4 h de incubacdo com o de 1 h
pode indicar uma saturagcdo da area alcancada pela penetragcdo do T20 para a
concentracao selecionada.

O sistema PP com T20 nas duas modalidades mostrou um relevante
ganho na sensibilidade de forma modulavel e simples através da selegao do tempo.
Essa alternativa dispensa o uso de estratégias através de modificagdo com
nanomateriais como via adsorgao direta, montagem por camadas, ou por ligagao

covalente'3,
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Figura 18. Voltamograma do [Fe(CN)es]*4~ 1,0 mmol L~ pela rotina de 3 etapas com 1 h e 4 h de
incubacéo nos tempos 5, 30 e 60 min com BSA 1,0% m/v na presenga de T20 0,5% v/v. v =20 mV
s,

4.6. Aplicacdo em meio complexo

Experimentos de prova de conceito usando solugbes de BSA sao
relevantes para analise do comportamento do sistema simplificado para uma unica
proteina, entretanto, ndo permitem a verificacdo do efeito da antipassivacdo em
amplo espectro e simulacdo do desempenho do sensor com amostras biologicas
reais. Visto que o plasma humano possui uma vasta quantidade e variedade de
moléculas passivadoras com diferentes pesos moleculares, a fim de demonstrar o
potencial do sensor como POC, testamos através da rotina de trés etapas uma
amostra de plasma humano como matriz complexa.

A amostra biolégica foi incubada por 1 h e, na auséncia de T20, o sinal da
corrente para [Fe(CN)s]*4~ 1,0 mmol L-' € minimo, como pode ser observado no
voltamograma da Figura 19. O sinal minimo de corrente, inferior aquele obtido nos
sistemas anteriores para a BSA, mostra a alta capacidade do plasma de passivar o
eletrodo. Ja na presengca da nanocamada de T20, foi possivel obter sinais de
corrente que aumentaram com tempo de interagdo com a sonda. Os sinais de
corrente faradaica obtidos foram 2,9 (5 min), 3,3 (30 min) e 3,6 uA (60 min), para lac.
Comparando com a condigdo controle, cujo valor de corrente foi de 1,6 uA, as
correntes foram até 125% maiores, demonstrando a eficiéncia do T20 mesmo na
presenca de proteinas adversas.
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etapas. v =20 mV s

4.7. Comparacio com a literatura

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com outras estratégias
de antipassivacao na literatura, descritas na Tabela 3, a maioria das camadas
propostas afetam em algum grau a sensibilidade do biossensor. Além disso, a
maioria dos sistemas nao foram desafiadas em meio biolégico complexo. Os valores
de diminuicdo de sensibilidade encontrados variaram de 75% a 8,8%, quando
comparados os dados de corrente obtidos antes da camada de passivagao e apoés a
sua adi¢cdo. O tempo de preparo dessas camadas é mais extenso, chegando a 1 dia
para, por exemplo, a formagao da camada lipidica*®, exigindo diversas etapas e um
maior consumo de reagente, principalmente nos trabalhos que envolvem a
funcionalizagdo covalente do eletrodo. Em contraste, o nosso trabalho obteve um
ganho de intensidade de corrente, de 154%, 249% e 276%, considerado o aumento
em relacado ao controle, 5, 30 e 60 minutos apds a adicao da solucéo de T20 com a
sonda. Essas vantagens em relacdo as demais propostas de solucédo a
antipassivacido dadas pela literatura mostram o potencial do sistema proposto
utilizando materiais simples e acessiveis capazes de realizar andlise em meios

biologicos reais.
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Tabela 3. Dados de desempenho de camadas de protegao encontrados na literatura.

MATERIAL

IMPACTO NA
SENSIBILIDADE (%)

MEIO

pSBMA”’

pCBMA®®

pCBMA#

Zwiteriénico misto SAM®*°
Peptideo zwiteridnico /PEDOT*
pSBEDOT*

Bicamada lipidica (DPPT E
POPC)*

Aptamero*®
Peptideo zwiteriénico*’

Glicoproteina lubricina*®®
PEG/PANI®®
BSA/AuNP/GA3*

Papel pirolisado com T20

—12
N/a

-10
baixo
-8.8

-12
+300

Soro bovino sem diluigao
Soro bovino sem diluigao
Soro bovino sem diluigao

N/a

Plasma humano sem diluicdo

Plasma humano sem diluicdo
Sangue humano

50% soro de bezerro
BSA, HSA, LYS, and soro
humano

50% saliva humana

Soro humano
Soro e plasma humano

BSA e plasma humano
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5. Conclusoes

O sistema proposto se mostrou capaz de realizar analises eletroquimicas
sensiveis em meio bioldgico complexo através da adicdo de um reagente de baixo
custo e disponivel comercialmente sobre o papel pirolisado. O sistema atendeu parte
dos requisitos do REASSURED para plataformas POC, mostrando-se biodegradavel,
de baixo custo, sensivel e rapido. Sendo que, com uso de equipamentos portateis
como potenciostato miniaturizado, celular e machine learning, permitiria uma
conectividade em tempo real e com facil interpretacdo dos dados para o usuario®'. A
nanocamada hidrofilica formada de maneira in-situ pelo polissorbato, T20,
possibilitou a capilaridade das amostras através dos poros de PP e inibiu a sua
passivacao pelas proteinas presentes. Além disso, a sua espessura nanométrica (2
nm) foi crucial para minimizar a inibigdo do acesso da solugao a superficie eletrodica
do PP, logo, ndo gerando um impedimento significativo a cinética da transferéncia
de carga das reacgdes redox. Enquanto as camadas antipassivadoras descritas na
literatura normalmente comprometem a sensibilidade, o método proposto permitiu
um aumento de corrente apés 1 h de exposi¢cdo ao plasma puro. Além disso, o
meétodo apresentou um bom desempenho eletroanalitico de modo reprodutivel, com
sensibilidade superior a eletrodos de disco de ouro. Mesmo em longos periodos, a
sensibilidade aumentou gradualmente em incubagdes de até 4 h, o que possibilita
modular o desempenho do sensor conforme a necessidade, simplesmente mediante
registro do sinal analitico apés um dado tempo de incubagdo. A nanocamada de T20
pode ser produzida de modo in-situ ou antes da adigcdo de amostra, aumentando a
flexibilidade do seu uso para desenvolvimento comercial.

A plataforma descrita neste trabalho demonstrou-se valiosa como solugao
para diagnostico POC, com versatilidade de aplicacdo conforme a demanda e
condicbes da amostra e ambiente, mantendo o seu alto desempenho e sua
viabilidade de comercializagdo, atendendo o quesito de especificidade do
REASSURE. Os resultados aqui apresentados foram publicados na revista ACS
Applied Materials & Interfaces em janeiro de 2022, onde foi possivel aplicar o
sistema no diagndstico da COVID19 em parceria com a UFABC®2. No trabalho,
foram depositadas nanoparticulas de ouro e proteinas spike por drop-casting no PP

com T20 previamente incubado pelo método de 3 etapas, e, através de medidas de
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EIE, foi possivel identificar satisfatoriamente a presenga de anticorpos do SARS-
CoV-2 no soro de dezenas de pacientes.

Ademais, o sistema se mostrou adaptavel para aplicacdo em analises
ambientais na quantificacdo de fosfato em amostras de agua de lago e de torneira
com outro reagente de promogdo de capilaridade, o isopropanol?3. Os resultados
mostraram a alta capacidade do método de capilaridade das amostras através dos
poros de PP, indicada pelo aumento da sensibilidade das analises eletroquimicas.
Nesse caso, a sensibilidade (— 1,9 x 10 - mA cm=2 ppb~") e o limite de detecgao (1,1
ppb) para fosfato foram melhorados, respectivamente, por fatores de 33 e 99 em
relagdo aos dados obtidos sem a adi¢cao de isopropanol.

Como perspectivas para continuacdo do trabalho, a estabilidade do
sistema em relacdo ao tempo poderia ser estudada em diferentes tipos de
armazenagem, como, por exemplo, em geladeira e dissecadora, acompanhando a
variacdo do desempenho do sensor. Outro estudo complementar ao trabalho seria
avaliar quando substituido por outros surfactantes com propriedades quimicas
distintas ao T20, como, por exemplo, observar o efeito do dodecil sulfato de sddio
(SDS), um surfactante anibnico, sobre a superficie do eletrodo, ou, ainda, o brometo
de cetiltrimetil aménio (CTAB), um surfactante catiénico, na interagdo com a sonda,

entre outros.
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