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RESUMO

A albumina sérica humana (ASH) é uma proteina globular encontrada em maior
concentragc&o no plasma sanguineo. Valores subnormais de albumina no organismo
podem indicar disturbios metabdlicos, como desnutricdo, biomarcador de cancer e
de doenca cardiovascular, renal e hepatica. Os polimeros molecularmente
impressos (PMI) apresentam diversas vantagens para uma plataforma
eletroquimica no sensoriamento de biomoléculas como baixo custo, seletividade e
simplicidade. Por esse motivo, foi desenvolvimento e caracterizado um sensor
impedimétrico/ capacitivo baseado em polimero molecularmente impresso,
utilizando o Bismarck Brown Y como mondmero redox para detecgcao e
quantificacdo de albumina sérica. O filme PMI foi eletrodepositado na superficie do
eletrodo de o6xido de estanho dopado com fluor por eletropolimerizagao do
mondmero Bismarck Brown Y na presenca de albumina como molécula molde. A
morfologia dos filmes formado foi analisada por microscopia eletrénica de varredura,
revelando filmes homogéneos com pequenos aglomerados. A caracterizagéao
eletroquimica da plataforma sensorial foi realizada por técnica de espectroscopia de
impedancia/ capacitéancia eletroquimica (EIE), onde foram investigados os
fendmenos interfaciais. Através de EIE e ECE foi verificado um aumento do valor
de resisténcia de transferéncia de carga do sistema (AR = 76,8 kQ cm?) e uma
diminuigdo da capacitancia redox em 0,90 uF cm-? quando testado na presencga de
albumina. Foi realizada a otimizagdo de parametros como velocidade de varredura,
numero de ciclos e pH na etapa de eletropolimerizagédo. O sensor de PMI-poli(azo-
Bismarck Y) respondeu a uma faixa linear de concentragdo de 0,25 — 1,5 ng mL""
com limite detecgdo de 0,24 ng mL' para capacitancia real e 0,22 ng mL"
capacitancia imaginaria em pH 7,3. A reprodutibilidade foi estudada usando sete
sensores PMI-poli(azo-Bismarck Y) preparados independentemente para a
detecgdo de albumina (0,5 ng mL™"). Como resultado, o desvio padrdo relativo
(DPR) da resposta de impedancia/capacitancia foi de 8,98%. Portanto, os sensores
exibem boa reprodutibilidade. Apds 14 dias, o DPR do sensor foi de 9,81%,
indicando excelente estabilidade. O desempenho de reconhecimento seletivo do
sensor foi investigado com espécies concomitantes que possivelmente atuam como
interferentes no fluido bioldgico. O sensor MIP apresentou alta seletividade para
adsorcao de ASH em comparacao com outras proteinas e aminoacidos.

Palavras—chave: Albumina Sérica Humana. Polimero Molecularmente Impresso.
Molde Molecular. Espectroscopia Impedancia/ Capacitancia Eletroquimica.



ABSTRACT

The human serum albumin (HSA) is a globular protein found in highest concentration
in blood plasma. Subnormal values of albumin in the body can indicate metabolic
disorders, such as malnutrition, a biomarker of cancer and cardiovascular, renal and
hepatic diseases. Molecularly imprinted polymers (MIP) have several advantages
for an electrochemical platform for sensing biomolecules such as low cost, selectivity
and simplicity. For this reason, develop and characterize an impedimetric/capacitive
sensor based on molecularly imprinted polymers, using Bismarck Brown Y as a
redox monomer for detection and quantification of serum albumin. The PMI film was
electrodeposited on the surface of the fluorine-doped tin oxide electrode by
electropolymerization of Bismarck Brown Y monomer in the presence of albumin as
a template molecule. The morphology of the formed films was analyzed by scanning
electron microscopy, revealing homogeneous films with small clusters. The
electrochemical characterization of the sensory platform was performed by
electrochemical impedance/capacitance (EIE) spectroscopy technique, where the
interfacial phenomena were investigated. Through EIE and ECE, an increase in the
load transfer resistance value of the system (AR = 76.8 kQ cm2) and a decrease in
redox capacitance by 0.90 uF cm-2 when in the presence of albumin was verified.
The optimization of parameters such as scan rate, number of cycles and pH was
performed in the electropolymerization step of the molecularly printed film. The PMI-
poly(azoBBY)-ASH sensor responded to a linear concentration range of 0.50 — 1.5
ng mL-" with detection limit of 0.26 ng mL"" for true capacitance and 0.24 ng mL"’
imaginary capacitance at pH 7.3. Reproducibility was studied using seven
independently prepared poly(azo-BBY)-MIP sensors for the detection of albumin
(0.5 ng mL™"). As a result, the RSD relative standard deviation of the
impedance/capacitance response was less than 8,98%. Therefore, poly(azo-BBY)-
MIP sensors exhibit good reproducibility. After 14 days, the RSD of the poly(azo-
BBY)-MIP sensor was 9.81%, indicating excellent stability. The selective recognition
performance of the sensor was investigated with concomitant species that possibly
act as interferents in biological fluid. The MIP sensor showed high selectivity for ASH
adsorption compared to other proteins and aminoacids.

Keywords: Human Serum Albumin. Molecularly Imprinted Polymer. Molecular
Template. Electrode.
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1 INTRODUGAO

A analise de biomarcadores de origem proteica tem desempenhado um
papel indispensavel na determinagao de varias doencas por décadas (JIN et al.,
2010; KIM et al., 2021). A Albumina se destaca como um biomarcador promissor,
uma vez que encontrada no organismo humano em concentragées subnormais
indicam disturbios metabdlicos, doencgas cardiovasculares, desnutricdo, carcinoma
renal e infeccao viral como o SARS-CoV-2 e virus da imunodeficiéncia humana
(HIV).

A Albumina Sérica Humana (ASH) € uma proteina globular sintetizada no
figado pelos hepatécitos, sendo a proteina soluvel mais abundante no sistema
circulatério, exercendo importantes fungbes biolégicas, quimicas e
farmacocinéticas. Nesse sentido, a albumina tem como fung&o primordial o
transporte de nutrientes, horménios, vitaminas, aminoacidos, sais minerais e
farmacos para as células e os tecidos através da corrente sanguinea. Portanto, para
o monitoramento de disturbios metabdlicos se utiliza um biomarcador de proteina
chave que requer sua determinagao para um tratamento clinico ideal: albumina
sérica humana.

Nesse sentido, a tecnologia de impressao molecular vem atraindo muita
atencao na determinacao de biomarcadores, uma vez que, permite a construgcéo de
sensores com cavidades e sitios de ligagao especificos para molécula de interesse,
conferindo caracteristicas como seletividade e robustez a plataforma sensorial.
Desta forma, os PMI sdo polimeros sintéticos que podem mimetizar receptores
bioldgicos, resultando em sua especificidade, sensibilidade e reconhecimento
molecular da molécula de interesse, denominada molde molecular.

Atualmente, métodos analiticos como a quimioluminescéncia (SUN et al.,
2014), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (BOIERO et al., 2015),
eletroforese capilar (CE) (DUAN et al., 2016), e ensaios imunoquimico (SAEED et
al., 2022) permanecem a abordagem principal para a detecgdo da ASH como
biomarcador por apresentar caracteristicas como sensibilidade e seletividade. No

entanto se trata de métodos que requer um longo prazo e alto custo de
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equipamentos e reagentes (SAEED et al., 2022). Portanto, uma plataforma de
deteccdo com alta sensibilidade, rapida e de baixo custo para identificagcao de ASH
€ extremamente desejavel.

Os sensores eletroquimicos baseados na impressao molecular tém sido
amplamente utilizados para analise de diferente analitos na area de analises
clinicas. A tecnologia de sensores eletroquimicos baseados em PMI apresentam
diversas vantagens, ja que sao uma combinacdo que visam a seletivo de
biomoléculas, baixo custo e alta afinidade (TREVIZAN et al., 2019).

Além disso, as técnicas eletroquimicas, como a espectroscopia de
impedancia eletroquimica/capacitancia eletroquimica vem recebendo grande
atencao por ser uma plataforma sensivel no desenvolvimento e caracterizagao de
sensores eletroquimicos biomiméticos. A EIE apresenta grande utilidade em
mensurar analitos em baixas concentracbes, caracterizar interfaces entre
solugao/eletrodo e estudar cinética da superficie do eletrodo (ONUR; ERTU, 2014).

No atual grupo de pesquisa, tem sido estudado sensores impedimétricos a
partir de azo polimero (OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; OLEAN-OLIVEIRA et
al.,, 2018; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2019; TREVIZAN et al., 2019; OLEAN-
OLIVEIRA; BRITO; TEIXEIRA, 2020). Recentemente, foi desenvolvido um
sensor quimiocapacitor baseado em um azo polimero eletropolimerizado na
detecgdo e quantificagdo do acido urico. O grupo azo contribui para a capacitancia
redox quantificavel da superficie do eletrodo, que pode ser sondada por
espectroscopia de impedancia/capacitancia. Assim, a vantagem desses sensores
baseados em azo polimero € a capacidade de realizar medi¢des diretas sem uma

sonda redox soluvel.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Albumina Sérica Humana

Nas ultimas décadas o numero de pessoas afetadas com disturbios
metabdlicos e carcinomas tem aumentado consideravelmente (KIM et al., 2021). O
cancer representa mais de 100 doencas, as quais sdo provocadas pelo crescimento
desordenado das células, a partir de uma mutagdo genética, ocasionando o
surgimento de tumores (RANJAN et al., 2020; SIEGEL.; MILLER.; JEMAL, 2020).
As células cancerigenas s&o evidenciadas por anomalias no ciclo de divisao celular,
tornando-as agressivas ao organismo vivo e espalhando-as em diversos tecidos e
regides do corpo. Assim, fatores como tabagismo, hereditariedade, obesidade e
exposi¢cao a componentes radioativos sdo as principais causas dos carcinomas
existentes (CHUNG et al., 2021; TAO et al., 2021).

A presenca destas doengas no organismo humano ocasiona alteragéo nas
concentragcdes de proteinas no organismo, servindo este como um biomarcador
molecular, o qual tem como fungado indicar a presenga ou o estagio de uma
patologia. Nesta perspectiva, um biomarcador € utilizado tanto para diagnosticar e
monitorar a atividade patoldgica, quanto para avaliar tratamentos e compreender as
respostas terapéuticas (RIFAIL.; GILLETTE.; CARR, 2006).

Dentre os biomarcadores protedmicos presente na literatura, destaca a
Albumina Sérica Humana (ASH), que em concentragdes anormais em fluidos
biolégicos como plasma sanguineo e urina caracteriza possiveis situagdes de
patologia e de desnutricdo. Sendo assim, a ASH é um biomarcador promissor no
estudo qualitativo e quantitativo dos processos bioldgicos e patoldgicos para
finalidade de monitoracao da terapéutica.

A albumina é a proteina mais abundante no soro sendo sintetizada
primordialmente no figado e posteriormente secretada para corrente sanguinea,
representando cerca de 60% do plasma com uma concentragéo entre 35 - 45 g L'
(aproximadamente 0,6 mM) (SAEED et al., 2021). Além disso, a ASH é uma proteina
globular constituida por alfa-hélice e com o peso molecular de aproximadamente

66,5kDa, sendo composta por 585 aminoacidos organizados em 3 dominios
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homologos (I, Il e Ill), o que favorece o rearranjo espacial (HE; CARTER, 1992).
Ainda nisso, a albumina apresenta 35 residuos de cisteina, sendo 34 envolvidos em
pontes dissulfeto internas, estabilizando a conformagao terciaria da proteina,
enquanto o aminoacido de cisteina na posi¢céo 34 (Cis-34) esta livre e representa
um sitio redox ativo (HE; CARTER, 1992) (Figura 1).

Figura 1. Representagdo da estrutura tridimensional da ASH e sua fragcdo da sequéncia de
aminoacidos. Os codigos de aminoacidos da ASH séo representados por uma unica letra, incluindo
os residuos de cisteina (C-vermelho).

Fonte: Adaptado (TABATA et al., 2021).

A principal funcdo da ASH na circulagao € promover a pressdao osmaética
coloidal, uma vez que possui um baixo peso molecular e é a proteina mais
abundante no soro, contribuindo para 80% da pressdo osmoética coloidal e,
consequentemente, mantendo a homeostase celular. Outro papel fundamental da
ASH no sistema circulatério é o transporte de ligantes enddgenos e exdgenos, como
também de nutrientes para as células. Dentre os ligantes se destaca os compostos
enddégenos como os acidos graxos de cadeia longa, bilirrubina, ions metalicos
(zinco, calcio, magnésio e cobre), hormbnios e neurotransmissores.

Além dessas propriedades, o tiol presente na albumina é encontrado
primordialmente nos aminoacidos cisteina e glutationa, o qual fornece

caracteristicas antioxidantes para as células, contribuindo na homeostase redox
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intracelular. O tiol € um composto organossulfurado, responsavel por ligagdes de
dissulfeto, que tem como fungao sinalizar e regular a estrutura macromolecular das
proteinas nas células, tornando a albumina uma proteina estavel e de alto valor
biolégico. Ainda nisso, a maior concentragdo do tiol no plasma sanguineo é
proveniente do residuo de Cis-34, o qual diminui o estresse oxidativo, eliminando,
portanto, espécies reativas como peréxido de hidrogénio (H202), peroxinitrito
(ONOQO"), superdxido (O27) e acido hipocloroso (HOCI).

Portanto, o nivel sérico da albumina tem sido investigado e associado com
diversas doengas. Assim, uma concentragdo de albumina no organismo inferior a
35g/L foi evidenciada em pacientes com desnutricdo, com a sindrome do virus
imunodeficiéncia humana (HIV), doengas cardiovasculares, insuficiéncia hepaticas,
carcinoma renal e diabetes mellitus, sendo um biomarcador conveniente na
investigacéo do estado nutricional proteico.

Figura 2. Esquema da relagdo da Albumina Sérica Humana com diferentes doengas e disturbios
metabdlicos quando encontrada em baixas concentragdes.

Desnutricao

Cancer Renal

Fonte: O autor.

Dentre os métodos comumente utilizados para detecgao da albumina como
biomarcador se destaca os imunoensaios, eletroforese capilar, colorimetria e
florescéncia. No entanto, sdo métodos de alto custo, tediosos e que necessita de

um técnico e equipamentos complexos para realizar as analises (AYDIN; AYDIN;
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SEZGINTURK, 2020). Em contrapartida, os métodos eletroquimicos sdo altamente
confiaveis, sensiveis, apresentam boa estabilidade, facil miniaturizacdo e baixo
custo (AYDIN; AYDIN; SEZGINTURK, 2020). Além disso, os métodos
eletroquimicos constituem-se uma poderosa ferramenta na determinagdo de
biomoléculas, especialmente por causa da versatilidade, portabilidade e a alta
sensibilidade no monitoramento de biomarcadores (AYDIN; AYDIN; SEZGINTURK,
2020).

Em 2022, Saha e colaboradores desenvolveram um sensor fotoquimico
eletroquimico baseado em uma sonda molecular de FRET para deteccdo de
albumina sérica humana em células patoldgicas. Foi relatado o desenvolvimento
de uma sonda de ativagcado fluorescente simples baseada em rodamina e
naftalimida, o que permitia interacdo quimicas especificas da sonda com a
albumina. O mecanismo de resposta foi baseado em uma sonda redox de
hexacianoferrato de potassio em fungao da variacdo da densidade de corrente. Na
medida em que aumentava a concentragao da albumina, havia uma reducado da
quantidade de sondas eletroativas difundidas na superficie do eletrodo, causando
uma diminuicdo da resposta de corrente de pico. O sensor apresentou um limite
deteccao de 1,86 yM e uma correlagao de Person de 0,995.

Ainda nisso, Stankovic e colaboradores (2022), desenvolveram um
imunosensor eletroquimico descartavel para deteccéo de albumina sérica humana
em fluidos biolégicos. Para construgdo da plataforma sensorial foi utilizado o
anticorpo anti-albumina humano que foi ligado covalentemente aos grupos carboxil
presentes na superficie eletrodos de carbono serigrafados enriquecidos com
nanoparticulas de grafeno/ouro. O desempenho analitico do sensor foi investigado
pela utilizagdo de uma sonda redox de hexacianoferrato de potassio e a técnica de
amperiometria de multietapa para deteccdo da ASH. O sensor apresentou uma faixa
de trabalho linear de 2,5-500 pg/mL e um limite detec¢ao de 1,55 pg/mL.

Gandhi e colaboradores (2022), relataram o desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico do tipo sanduiche baseado em Thionine(Th)-redox
imobilizado f-MWCNT( f -carboxylic funcionalizado) + PEDOT.PSS carbono vitreo
modificado/eletrodo serigrafado (GCE/ f-WCNT+PEDOT @Th) para deteccao de
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albumina sérica humana na urina de gestantes. O sensoriamento eletroquimico do
sensor se baseou através de uma sonda redox de hexacianoferrato de potassio e
na variagcao de corrente de pico. Sob condi¢des ideais de trabalho, o bioeletrodo
preparado apresentou uma ampla faixa linear de 10 -° -10 - g/mL.

Portanto, ndo foram encontrados na literatura até o presente momento,
trabalhos que relatam o desenvolvimento de sensores eletroquimicos no
monitoramento da albumina sérica humana, sem a utilizacido de sonda redox e de

antigenos.
2.2 Polimero Molecularmente Impresso

As interagdes biomoleculares, como antigeno-anticorpo, enzima-substrato
e farmaco-receptor, tem sido alvo de diversos pesquisadores em razao a sua
seletividade. Desde 1940, houve uma grande demanda do uso materiais sintéticos
com reconhecimento molecular seletivo, visando contornar as dificuldades
encontradas nos estudos de biomoléculas. Desta forma, surgiu a Tecnologia de
Impresséao Molecular com respaldos na teoria das enzimas de Berzelius (1835), na
teoria dos receptores de Ehrlich, e na teoria de formagao dos anticorpos de Pauling
(1940).

Dentre todas, se destaca a teoria de Pauling, o qual se baseou na formagéao
de anticorpos ao redor do antigeno no processo defesa do sistema imunoldgico.
Nesse sentido, os anticorpos eram formados com o intuito de moldar o antigeno
(molécula molde) a partir de uma cadeia polipeptidica, formando as cavidades e os
sitios de ligacao especifico dos antigenos (PAULING, 1940).

Nesta perspectiva, surgiu a ideia de produzir uma estrutura rigida
tridimensional (polimero) ao redor de uma molécula molde que permitisse o seu
reconhecimento molecular (KUTNER, 2019; TANCHAROEN et al.,, 2021;
PARLAPIANO et al., 2021). O interesse da tecnologia no Polimero Molecularmente
Impresso cresceu rapidamente devido a possibilidade em aplicacdo em varias areas
cientificas, incluindo o campo de sensores quimicos e das técnicas de extracao
(KUTNER, 2019; PARLAPIANO et al., 2021). A técnica de impressao molecular é

uma ferramenta promissora no desenvolvimento de sistemas biomiméticos que
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tendem a imitar a especificidade de sistemas biolégicos (LI et al., 2021; ZHANG et
al., 2019).

Um exemplo marcante disso, € a elaboragao de plataformas sensoriais que
possuem a seletividade das enzimas com seus devidos substratos e dos antigenos
com os anticorpos (KHAN et al., 2019; AFZALI; MOSTAFAVI; SHAMSPUR, 2020).
Esses sistemas biomiméticos apresentam vantagens como a simplicidade, baixo
custo, resistividade ao pH da solucédo e a variagcdo da temperatura quando
comparados com os sistemas biologicos (LI et al., 2021; KHAN et al., 2019).

Os PMI sao materiais sintéticos que possuem sitios de ligagao e cavidades
especificas, a qual permite o reconhecimento da molécula de interesse em uma
solugdo (BARROS; CUSTODIO; RATH, 2016; AFZALI; MOSTAFAVI; SHAMSPUR,
2020). Estes materiais com impressdao molecular sdo obtidos a partir de um
mondémero e de uma molécula molde, necessitando de etapas de complexacao, de
polimerizagao e de extragao para formacao dos PMI (Figura 2A).

A etapa de complexagdo e de polimerizagdo consiste na interagao
intermolecular entre a molécula molde e o0 mondémero, que a partir de um estimulo
fisico ou quimico, tem formacédo do filme polimérico. A interagdo do monémero
funcional e da molécula molde deve ser forte o suficiente para formagdo de um
complexo estavel (AFZALI; MOSTAFAVI; SHAMSPUR, 2020; DEHGHANI;
NASIRIZADEH; YAZDANSHENAS, 2019). Na etapa de extragdo, as interagdes
formadas entre o polimero e a molécula molde séo clivadas, permitindo a retirada
da molécula alvo, formando, em seguida, suas devidas cavidade e sitios de ligagao
para o reconhecimento molecular. A fim de comprovar a seletividade e o fator de
impressdo dos PMI, sédo utilizados como contraprova os PNI (Polimero N&o
Impresso. O PNI funciona como um branco, pois, na etapa de sintese ocorre na

auséncia da molécula molde (Figura 2B).

23



Figura 3. Representacdo esquematica do processo de sintese do polimero com impressao molecular

(A) e do polimero nao impresso (B).
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Fonte: Adaptado (DEHGHANI; NASIRIZADEH; YAZDANSHENAS, 2019).

24



Os grupos funcionais constituintes na estrutura molecular do monémero é
essencial na determinagéo do tipo de interagao intermolecular presente nos sitios
impressos do polimero (KHAN et al., 2019). O monémero e a molécula molde devem
interagir com forga o suficiente para possibilitar a formagédo das cavidades e bem
como permitir a retirada da mesma, preservando os sitios de ligacdo (DEHGHANI;
NASIRIZADEH; YAZDANSHENAS, 2019; KHAN et al., 2019; PARLAPIANO et al.,
2021). Quando se trabalha com a impressdo molecular de proteinas, fatores como
o alto peso molecular, complexidade conformacional, aminoacidos carregados,
regides hidrofilicas e hidrofobicas devem ser levadas em consideragao.

Nesta perspectiva, foi descrito por Baldoneschi e colaboradores (2020) o
desenvolvimento de um sensor molecularmente impresso para detecgado de
Troponina | como um biomarcador protedmico do infarto do miocardio. Para a
construcéo da plataforma biomimética, a norepinefrina foi utilizada como mondémero
funcional baseado na técnica de autopolimerizagdo. A escolha do monémero esta
diretamente relacionada com as similaridades estruturais da dopamina, que por sua
vez, também é um mondmero muito utilizado na impressao molecular. A diferenca
nas estruturas dos dois neurotransmissores € a presencga do grupo hidroxila na
posicdo benzilica da norepinefrina. Portanto, os autores buscaram investigar o
comportamento de PMI de poli(dopamina) e de poli(norepinefrina) na detecgao
Troponina |I. Foi evidenciado que o grupo hidroxila presente no poli(norepinefrina)
aumentou a hidrofilicidade do polimero e a mobilidade da molécula molde em se
religar nas cavidades. Consequentemente, o biosensor apresentou uma redugao
nas interacdes hidrofébicas nado especificas e uma maior seletividade para a
Troponina |.

Desta forma, Moreira e colaboradores (2018) relataram a eletrossintese de
um sensor baseado na tecnologia de impressao molecular para deteccédo e
quantificagcdo da proteina beta-amiléide (AB), como um biomarcador da morte
neuronal aplicado em paciente com Alzheimer. Para construcido do sensor foi
realizado a eletropolimerizacdo da anilina sob o eletrodo de carbono
modificado com nanotubos de carbono dopado com nanoparticulas de cobre (NPs

Cu). A inovacao aplicada a este método foi 0 uso de espécies de metais eletroativos
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dopados no eletrodo de trabalho (NPs Cu), eliminando o uso de sondas redox e
simplificando o método de operacéao. O filme molecularmente impresso apresentou
um aumento na condutividade e na estabilidade quimica do sensor.

Portanto, para construgado dos biossensores com impressao molecular &
fundamental a utilizacdo de monémeros funcionais que apresentam uma boa
compatibilidade com as biomoléculas e uma alta condutividade, evitando, portanto,
o uso de sondas redox. Ainda nisso, é fundamental a utilizacdo de moldes estaveis
para impressao molecular (CHEN et al., 2021). Sendo assim, a ASH é uma proteina
promissora no desenvolvimento do sensor eletroquimico molecularmente impresso,
uma vez que possui uma alta estabilidade quimica frente aos outros biomarcadores,

baixo custo e boa biocompatibilidade com sistema de biomiméticos (LI et al., 2019).
2.3. Azopolimero

Nas ultimas décadas, os polimeros baseados em mondmeros de derivados
de azobenzeno vém sendo amplamente utilizados como corantes em células
solares, dispositivos para armazenamento optico reversivel, ferramenta de memoria
e sensores quimicos (WANG; WANG, 2013; LANGE; MIRSKY, 2011; TEIXEIRA,;
BARSAN; BRETT, 2016). O esforgo no emprego de azo polimero como sensores
quimicos se deve a suas propriedades fotossensiveis como também controle
estrutural do polimero, na obtengdo de materiais organicos semicondutores e
flexiveis (MERINO; RIBAGORDA, 2012).

O azopolimero Bismark Brown Y (4,4'-[1,3-Fenilenobis(azo)]-bis[1,3-
fenildiamina]) € corante sintetizado a partir da anilina, o qual sua primeira sintese
foi descrita por Carl Alexander Von Martius em 1983 (BYERLY, 1953). O corante
Bismark Brown Y foi aplicado em diversas areas, especialmente na histologia na
coloragao de células e outros componentes teciduais. Este corante apresenta uma
estrutura quimica simétrica com dois grupos azo (diazo) e duas aminas terminais
(Figura 4), sendo fundamental na formacao do filme polimérico do poli(azo-Bismark
Brown Y) (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a).
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Figura 4. Estrutura molecular do azo corante Bismark Brown Y.

H H
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Fonte: Autoria propria.

Foi desenvolvido por Olean-Oliveira e colaboradores (2019), um sensor
quimiorresistor para deteccdo de radicais de anion superoxido baseado em
nanocompaosito hibrido de poli(azo-Bismarck Brown Y) e 6xido de grafeno reduzido.
Durante o estudo, foi observado um efeito sinérgico entre o grafeno e o poli(azo-
Bismarck Brown Y), o que, facilita a transferéncia eletrénica e aumenta a resposta
eletroquimica do sensor. O mecanismo de sensoriamento proposto se baseia na
variacdo da resisténcia do sistema, em que o ion superoxido interage com o
polimero e reduz a conjugacao do filme azo polimero. O sensor quimiorresistor
apresentou um limite detecgdo de 8,1 x 10°°mol L.

Em 2019, Trevizan e colaboradores, também relataram o desenvolvimento
de um sensor voltamétrico baseado em polimero molecularmente impresso para
deteccdo de acido urico a partir do poli(azo-Bismarck Brown Y). O sensor
apresentou um potencial de oxidagao especifico para o acido urico sem necessitar
do uso de uma sonda redox, uma vez que os grupos NH2 do polimero facilitava as
interagdes de hidrogénio com os grupos nitrogenados e oxigenados do acido urico,
permitindo assim a formacéao das cavidades e a oxidacao da molécula molde. Além
disso, a superficie de compostos ricos em grupos -NH2 permite a ancoragem de
biomoléculas como enzimas, DNA, anticorpos e proteinas, apresentando, portanto,
uma grande aplicabilidade no desenvolvimento de bioplataformas sensoriais
(MERINO; RIBAGORDA, 2012; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016).
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2.4 Sensores Impedimétricos

Sensores eletroquimicos baseados em polimeros molecularmente
impressos tem sido amplamente utilizados para analise de diferente analitos na area
da industria farmacéutica (PILETSKY; TURNER, 2002), médica (PHAN et al., 2017),
ambiental (DAI; CORTALEZZI, 2019) e alimenticia (LUTFI; EREN; ATAR, 2015). A
tecnologia de sensores eletroquimicos baseados em PMI apresentam diversas
vantagens, ja que sdo uma combinagao que visam a seletividade de biomoléculas,
baixo custo e alta afinidade (ONUR; ERTU, 2014).

Dentre as  técnicas  eletroquimicas, a  espectroscopia de
impedancia/capacitancia eletroquimica vem recebendo grande atengdo no
desenvolvimento de sensores. Essas técnicas sdo classificadas como nao
estacionarias e permitem analise interfacial de sistemas eletroquimicos complexos
e biomimético, sendo amplamente utilizado nos polimeros molecularmente
impressos (FERNANDES et al., 2013). Visto isso, a EIE/ ECE apresentam grande
utilidade em mensurar analitos em baixas concentragdes, caracterizar interfaces
entre eletrodo/ solugao e estudar parametros cinéticos que ocorrem na superficie
do eletrodo (ONUR; ERTU, 2014).

Através das medidas de espectroscopia de impedéancia eletroquimica,
parametros como resisténcia da solucéo, capacitancia da dupla camada, resisténcia
do filme polimérico, entre outros fenémenos interfaciais podem ser determinados e
utilizados como parametros para construgao de curvas analiticas (LEE et al., 2021).

Em 2017, Nguy e colaboradores, desenvolveram uma plataforma sensorial
biomimética baseada em poli-aminotiofenol (p -ATP) para deteccdo de sarcosina
em eletrodos de ouro impresso, como indicativo de cancer de préstata. Durante o
estudo, os pesquisadores verificaram que a interagao especifica da sarcosina com
as cavidades impressas provocam um bloqueio na sonda redox soluvel de
hexacianoferrato de potassio. Desta forma, a medida que a concentragdao de
sarcosina aumenta em solugdo, a resisténcia de transferéncia de elétrons do
dispositivo aumenta proporcionalmente. O sensor apresentou um limite de

quantificagéo de 1,0 ng mL-".
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Karami e colaboradores (2019) relataram o desenvolvimento de um
imunossensor impedimétrico com impressao molecular para detecgao do antigeno
especifico de prostata e marcadores de mioglobina utilizando a impressao
molecular. O polimero molecularmente impresso foi sintetizado na superficie de um
eletrodo de ouro serigrafado usando como mondmero funcional acrilamida,
molécula molde o antigeno especifico de prostata e a mioglobina. Foi utilizado a
sonda redox de hexacianoferrato de potassio, a qual indicava que quanto maiores
as concentragbes do antigeno e da mioglobina, maior a alteragdo no valor da
resisténcia de transferéncia de elétrons. O sensor proposto apresentou um limite
deteccgao de 830 pg mL™".

Apesar dos bons desempenhos apresentados, a maioria dos trabalhos
encontrados na literatura relatavam o desenvolvimento de sensores impedimétricos
baseado em impressao molecular para deteccdo de biomarcadores apenas com a
utilizagdo de uma sonda redox em solugdo, nao havendo métodos diretos de
deteccdo da molécula molde. Desta forma, é imprescindivel o desenvolvimento de
uma plataforma sensorial que responde diretamente com a concentracdo da
molécula molde, tornando o método mais seletivo e sem a interferéncia de outras

moléculas que podem reagir com as sondas redox.
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3. OBJETIVO

O principal objetivo do presente trabalho de pesquisa € o desenvolvimento
de uma plataforma sensorial baseada em polimero molecularmente impresso a
partir do monédmero Bismark Brown Y para deteccdo e quantificagcdo da albumina
sérica humana a partir da técnica de espectroscopia de impedancia/capacitancia

eletroquimica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes

4.1.1. Reagentes utilizados durante os estudos de formacao do filme e

desenvolvimento do sensor molecularmente impresso

Os reagentes utilizados durante a formagéo, caracterizagdo e estudos
analiticos do filme polimérico molecularmente impresso sdo reagentes comerciais

de alta pureza, descriminados através da Tabela 1.

Tabela 1. Descrigdo/caracteristicas dos reagentes.

Férmula/

Nome Sigla Fabricante Grau de pureza (%)
4,4'-[1,3-Fenilenobis(azo)]-
bis[1,3- fenildiamina] (Bismarck BBY Sigma-Aldrich 99,0
Brown Y)
Cloreto de potassio KCI Synth 99,0
Acido cloridrico HCI Vetec P.A.
Hidréxido de Potassio KOH Vetec 98,0
Dihidrogenofosfato de Potassio KH2PO4 Merck 99,0
Hidrogen_?:ﬁ‘siza:g)t ad(;aoPotéssio H;( 2:2 %4' Merck 99.0
Albumina Sérica Humana ASH Sigma-Aldrich 99,0
Gas Nitrogénio N2 White Martins 99,8
Hemoglobina Hb Sigma-Aldrich 99,9
Glicose Oxidase GOx Sigma-Aldrich 99,9
Glicose Glc Vetec 99,9
Ureia Ureia Sigma-Aldrich 99,9
Albumina Sérica Bovina BSA Sigma-Aldrich 99,9
L-Histidina His Synth 99,0
L-Cisteina Cys Synth 99,0
L-Ornitina Orn Synth 99,0
L-Tirosina Tyr Merck 99,0
Triptofano Trp Sigma-Aldrich 99,9

Fonte: O autor.
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4.2. Solugodes

4.2.1 Limpeza dos eletrodos

Para a limpeza do substrato condutor de 6xido de estanho modificado com fluor
(FTO) utilizou uma solugdo de agua, hidroxido de amdnio e agua oxigenada nas
proporcdes de 5:1:1. A solugao foi aquecida a 70° por 15 min. Posteriormente, os
eletrodos de FTO foram adicionados e lavados com agua destilada, imersos em
acetona e colocados em banho ultrassonico por 3 minutos em um ultrasson
ultraclenear 700 Unique. Apos isso, foram lavados novamente com agua destilada

e secados a temperatura ambiente, a qual tiveram sua area delimitada em 1,0 cm?Z.

4.2.2. Solucao de Eletropolimerizagao do Filme Molecularmente Impresso de

poli(azoBismarck Y)

A solugao para a formacgao do filme molecularmente impresso foi preparada
baseada no trabalho de Trevizan e colaboradores (TREVIZAN, et al., 2021).
Preparou-se uma solugéo de KCI 0,5 mol L-'em pH 2,0 e uma solugédo aquosa de
albumina 0,5 ng mL™". Pesou-se 0,1050 g do monémero BBY e transferiu para um
baldo volumétrico de 25 mL adicionando 25 uL da solugdo de ASH. O volume do
baldo volumétrico foi completado com a solugéo de KCI 0,5 mol L' (pH 2) e o mesmo

foi levado a banho de ultrassom por 15 minutos.

4.2.3. Solugao Tampao Fosfato.

Os estudos eletroquimicos foram conduzidos usando solugédo TF 0,10 mol
L-" em pH 7,3. Esta solugdo apresenta o valor ideal de pH para mimetizar o meio
celular e realizar os estudos em solugdo aquosa do sensor com impressao
molecular. A solugdo TF 0,1 mol L' foi preparada pela adigdo de 10 mmol L' de
K2HPO4, 40 mmol L-' de KH2PO4 e 100 mmol L' de KCI. O valor de pH da solucgéo
foi ajustado com adicdo de HCI e KOH concentrado e seu valor sendo monitorado
com o auxilio de um pHmetro (781 pH/ion Meter — Metrohm). Antes de realizar as
medidas eletroquimicas em solucédo aquosa foi borbulhado gas N2 por um tempo

minimo de 15 minutos.
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4.2.4 Solugao Padrao de Albumina Sérica Humana

As proteinas comerciais de ASH da Sigma Aldrich (SigmaAldrich, St. Louis,
Mo), foram dissolvidas em solugdo salina de tampao fosfato e utilizadas sem

tratamento prévio de purificagao.
4.3. Caracterizagao Morfolégica
4.3.1. Caracterizagao por Microscopia Eletronica de Varredura

A caracterizagdo morfolégica dos eletrodos construidos foi obtida através
de Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Carl Zeiss modelo EVO LS15
equipado com detector de elétrons secundarios (SE) em alto vacuo e temperatura

constante.
4.3.2. Caracterizagcao de Espectroscopia de Ultravioleta na Regiao do Visivel

A caracterizagao via espectroscopia de ultravioleta na regiao do visivel (UV-
Vis) foi realizada em um espectrofotometro Varian (modelo Cary 50) entre 300 e
1100 nm. Os espectros de absor¢ao para medidas em solugao foram obtidos a partir
de uma concentragdo 0,1 ymol L' de BBY e 0,1 umol L-!' de BBY-ASH. As medidas
em solucao foram realizadas utilizando cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho
optico. Foi obtido também os espectros de absorcao dos filmes eletropolimerizados
com as solugdes de BBY e BBY-ASH. O experimento foi realizado posicionando-se
o eletrodo de FTO eletropolimerizado no equipamento e aplicando-se um intervalo
espectral na amostra de 300 a 650 nm. Foi aplicado um limite de 300 nm devido a

faixa de absorcao do eletrodo de FTO.
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4.3.2. Caracterizagao de Espectroscopia de Espalhamento Raman

As medidas de espalhamento Raman foram realizadas em um
espectrografo microRaman Renishaw (modelo in-Via) acoplado a um microscoépio
optico Leica com lente objetiva de 50X. A linhas de excitagéo utilizada foi de 514,5
nm com rede de difragdo de 1800 linhas mm™' e resolugéo espectral de cerca de 4
cm'. Os espectros de Raman foram obtidos para os filmes de PMI (antes e depois
da extragao) e PNI formados sobre o substrato de FTO, com o intuito de verificar
possiveis interacdes da molécula de ASH sobre a rede polimérica/cavidade dos

filmes de PMI-poli(azo-Bismarck Y).
4.4. Medidas Eletroquimicas

4.41. Construcao do Polimero Molecularmente Impresso a partir do

monomero de Bismarck Brown Y

A construcéo do sensor PMI foi realizada por técnica de eletropolimerizagao
utilizando uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo
de trabalho o FTO, o eletrodo de calomelano saturado, como eletrodo de referéncia
e fio de platina como eletrodo auxiliar, respectivamente conectados a um
potenciostato u-Autolab type Il (Eco Chimie).

A eletrossintese do filme polimérico impresso, denominado como PMI-
poli(azo-Bismarck Y), foi realizada por técnica de voltametria ciclica em um intervalo
de potencial de -0,30 a +1,0 V vs. ECS. As medidas foram realizadas em
temperatura ambiente sob atmosfera inerte de N2. Em seguida, para remogao da
molécula molde o filme molecularmente impresso sintetizado foi imerso em solugao
TF por 30 minutos e em seguida foram aplicadas varreduras de potenciais em uma
velocidade de varredura de 50 mV s™' no intervalo de potencial de -0,30 a +1,0 V vs
ECS até a estabilizacdo dos valores de magnitude de corrente. Para fins
comparativos, o filme de polimero ndo impresso, denominado de NIP, foram
sintetizados usando os mesmos parametros, mas sem a adigao da molécula molde

de albumina.
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4.4.2 Estudo eletroquimico do eletrodo modificado

A anadlise do comportamento eletroquimico dos filmes PMI-poli(azo-
Bismarck Y) foi realizada em solugdo aquosa de TF 0,10 mol L (pH = 7,3) na
auséncia e na presenca de 0,5 ng mL"" de albumina sob atmosfera inerte de N2, por
técnica de Voltametria Ciclica (VC) e a Espectroscopia de Impedancia

Eletroquimica.
4.4.3. Voltametria Ciclica

As caracterizacdes eletroquimicas por voltametria ciclica foram realizadas
em solugdo TF 0,10 mol L' aplicando uma janela de potencial de -0,30 a +1,0 V (vs.
ECS), em uma velocidade de varredura de 50 mV s e 5 ciclos de potenciais. Para
verificar o desempenho eletroquimico, foi utilizado o apenas o ultimo ciclo de

varredura, apds a sua estabilizacao.
4.4.4. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Todas as medidas de EIE foram realizadas em uma gaiola de Faraday
devidamente aterrada. Os parémetros experimentais aplicado na célula
eletroquimica foram sinal perturbacdo senoidal de 10 mV de amplitude, com
potencial aplicado de +0,05 V (vs. ECS) em uma janela de frequéncia de 50 kHz a
0,10 Hz, e anotando 10 passos por dec. Os ajustes matematicos dos modelos de
circuito equivalentes utilizados para analise dos espectros foram obtidos através do
software ZPlot 2.4. e EIS Spectrum Analyser. O potencial aplicado foi de 0,05V (vs.
ECS) para verificar a resposta do polimero molecularmente impresso frente ao

molde de albumina sérica humana em solu¢géo aquosa.
4.4.5 Construgao da Curva Analitica

Para obtencao da curva analitica, foi realizada medidas de espectroscopia
de impedancia eletroquimica em uma gaiola de Faraday devidamente aterrada
através da incidéncia de um sinal de perturbacao senoidal de 10 mV aplicando uma
faixa de frequéncia de 50 kHz a 0,1 Hz com 10 step/dec em um potencial fixo de
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+0,05 V vs. ECS, solugdo TF a 0,10 mol L' como eletrolito suporte. Todos os
espectros foram registrados a 25°C. A solugdo TF 0,1 mol L' foi saturada com o
gas N2 e foi mantida sob atmosfera do mesmo. As adi¢des de padrao foram entédo
realizadas com o auxilio de micropipeta Digipet® e aguardava-se um tempo de
incubacao de 30 minutos. Ao final do tempo de incubacgao realizava-se a analise por
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Para cada adicao foram registrados

trés espectros. As demais consideragdes de impedancia sao apresentadas no texto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Eletrossintese do Filme Polimérico Molecularmente Impresso e

Caracterizagao por Voltametria Ciclica

A eletropolimerizagdo se tornou uma rota tipica na sintese de filmes
poliméricos molecularmente impressos, principalmente no recobrimento de
substratos condutores (MAIA et al., 2000). Este método oferece diversas vantagens
comparado outros meétodos convencionais, como o controle da estrutura
morfologica do filme a partir de par@metros como a velocidade de varredura, numero
de ciclos e concentragao do acido na etapa de sintese (STANKOVLC et al., 1997).

Nesse sentido, foi realizada a eletropolimerizagdo do monémero Bismarck
Brown Y pela técnica de voltametria ciclica. O voltamograma ciclico da etapa de
eletropolimerizagao do filme de poli(azo-Bismarck Y) contendo a molécula molde de
albumina usando o eletrodo de FTO como material condutor esta apresentada na
Figura 5A. Para formacdo de filmes poliméricos baseados em derivados de
azobenzeno é necessario um potencial limite superior a +1,0 V (vs. ECS) para a
formacgao do cation radical iniciador do processo de polimerizagao (EL-RAHMAN et
al., 1991).

No primeiro ciclo de potencial aplicado, durante a varredura anddica, é
verificado um pico de oxidagcdo em +0,84 V (vs. ECS) referente a oxidagao do
mondémero de Bismarck Brown Y, sendo tipico da oxidacdo de aminas aromaticas
primarias nesse intervalo de potencial (EL-RAHMAN et al., 1991; SEQUOIA;
GENIES; TSINTAVIS, 1985). Apds o primeiro ciclo de varredura, a corrente anddica
relacionada a oxidacdo do mondmero diminui sequencialmente com numero de
ciclo de eletrodeposigao.

Entretanto, no intervalo de potencial de 0,05 a 0,60 V se observa o
incremento da corrente para o par redox do grupo azo (—N = N —) formado no
polimero (OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; TREVIZAN et al., 2021). Na Figura
5C ilustra a diferenciacdo da corrente redox do grupo azo do primeiro e vigésimo
ciclo de varredura aplicado, indicando a formagéao do filme polimérico (REHAN,
2000).
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Figura 5. Ciclo de eletropolimerizacao para formagao do polimero molecularmente impresso
(A) e do polimero nao impresso (B). Magnificagdo do voltamograma ciclico de eletrodeposigao
destacando o primeiro (curva vermelha) e vigésimo (curva azul) ciclo de potencial aplicado para

a formacao do PMI (C) e do PNI (D).
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O mecanismo de polimerizagdo é baseado no mecanismo nitrogénio-

nitrogénio (acoplamento head-to-head), que tem em sua primeira etapa a oxidagao
do grupo amina, formando um cétion radical (BBY'+), ou em meio acido um dication

(BBY 2*), na presenga de um potencial positivo elevado (HWANG; SANTHANAM,;
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LIN, 2001). A Figura 6 ilustra o mecanismo de formagéao de radical na primeira etapa,
seguido do acoplamento head-to-head, que formara um hidrazobenzeno, podendo
este ser oxidado novamente para a formacdo de cadeias azopoliméricas
na superficie do eletrodo (HWANG; SANTHANAM; LIN, 2001; LI et al., 2002). No
entanto, para a formacéo do filme baseado em PMI, é necessario considerar a
formagao do complexo ASH-BBY, no processo de pré-polimerizagdo na etapa da
eletropolimerizagao (Figura 5A). A Albumina por ser uma biomolécula da classe
proteica, tem a presenca de diversos aminoacidos em sua estrutura, havendo a
influéncia de diversos grupos funcionais na etapa de pré-polimerizagao.

Nesse sentido, Linciano e colaboradores (2022) relata um estudo molecular
e estrutural dos sitios de ligagao livre dos aminoacidos presentes na albumina sérica
humana encontradas em soro. A analise estrutural da natureza dos residuos de
aminoacidos revelou uma grande contribuicdo de aminoacidos apolares,
especialmente a leucina, a valina e isoleucina, devido sua flexibilidade
conformacional e sua boa adequacédo para diferentes ligantes. Além desses, os
aminoacidos polares, acidos e basicos tem uma influéncia significativa na estrutura
da albumina sérica humana.

Como ja foi mencionado anteriormente, a cistina € um aminoacido
encontrado na albumina e que permite interagdes dipolo-dipolo. A variabilidade dos
aminoacidos permite diferentes interagdes com os grupos funcionais do mondémero
BBY (-N=N-; NH2) na formacdo de complexos. Desta forma, as interagbes de
hidrogénio, dipolo-dipolo, forcas de London e eletrostaticas sdo responsaveis pela
arquitetura tridimensionalmente do polimero ao redor do molde molecular de ASH
na formacao dos sitios de ligagcado e das cavidades (Figura 6) (BOLAT; TUGCE;
ABACI, 2019; QIU et al., 2014).
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Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de eletropolimerizagdo do complexo
poli(azo-Bismarck Y)-ASH em meio acido.
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Fonte: O autor.

A comparagao dos comportamentos de eletropolimerizagdao de PMI-
poli(azo-Bismarck Y) e PNI-poli(azo-Bismarck Y) revela que a formagédo do
complexo de pré-polimerizagao nao interferiu no processo de crescimento do filme,
uma vez que o comportamento eletroquimico do grupo azo no voltamograma ciclico
foi mantido em ambos os eletrodos (Figura 5B e 5D).

Entretanto, foi evidenciado uma diminuicdo na corrente catddica durante a
etapa de eletropolimerizacao do filme PMI, o que possivelmente esta relacionada
com a eletrocatalise impulsionado por aminoacidos redutores presente na estrutura
da proteina de ASH. Dessa forma, a formagao da espécie reduzida do polimero foi
facilitada e, consequentemente, aumentou a corrente catédica no primeiro ciclo de
varredura. Nos ciclos subsequentes, houve uma diminuicdo da magnitude de
corrente catédica, indicando a formagao das cavidades dentro da rede polimérica.

Na eletropolimerizagdo do PMI-poli(azo-Bismarck Y), a albumina sérica
humana utilizado como molde foi removido da matriz polimérica através da imersao
do eletrodo modificado em solugéo TF (pH=7,3) por 40 min e foram aplicadas

varreduras de potenciais (v = 20 mV s') no intervalo de potencial de -0,3 a +1,0V
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vs ECS até que os valores de corrente fossem completamente estabilizados. Além
disso, quando as moléculas de ASH sao removidas, os locais de impressao
molecular sdo gerados para o reconhecimento especifico da molécula molde na
etapa de religacéo (Figura 3).

De acordo com o mecanismo proposto para eletrossintese do filme
impresso e do voltamograma obtido, foi possivel observar que o filme polimérico foi
sintetizado de forma eficaz na superficie do eletrodo e que possivelmente os sitios
de ligacdo da proteina de ASH na rede polimérica foi obtido de forma efetiva. O
comportamento eletroquimico dos eletrodos de PMI-poli(azo-Bismarck Y), PNI-
poli(azo-Bismarck Y) e FTO, foi estudado por voltametria ciclica em solugao TF 0,1
mol L' em pH 7,3.

Figura 7. Voltamograma ciclico do eletrodo de FTO, PNI-poli(azo Bismarck Y) e PNI-poli(azo
Bismarck Y) E m solugdo TF 0,1 mol L! (pH 7,3) v = 50 mV s*! saturada com No.

—FTO
— PNI poli(azo-Bismarck Y)
— PMI poli(azo-Bismarck Y)
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Foi observado no voltamograma ciclico da Figura 7 a presenga de um par
redox no potencial de pico anddico (Epa = 0,25 V vs ECS) e no potencial de pico
catodico (Epc =0,05 V vs ESC) caracteristico do poli(azo-Bismarck Y). Os potenciais
de pico anddico (1) e o de pico catddico (1)) s&o atribuidos ao processo de oxi-
reducao do grupo azo (Equacéo 1 e 2) e s&do similares ao comportamento dos filmes
baseados em azo-polimero descritos na literatura (OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA,
2018; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016; TREVIZAN et al., 2021). A Equagéo 1
representa o processo de oxidag&o do grupo hidrazobenzeno em azobenzeno (Pico

I) e Equacéo 2 representa a redugao do azobenzeno em hidrazobenzeno.

H H j@ Oxidaca C[ _ _ Kj
@NN N_N Xiaacao N=N N=N (1)
oA o

H, N
T, WK e O O
—_— H H
N=N N=N +2H* + 2e- N—N N—N
o ol

Ainda pelo voltamograma, foi possivel observar um incremento dos valores

(2)

de corrente no pico de potencial catodico do filme de PMI-poli(azo-BismarckY) em
comparacao ao filme de PNI-poli(azo-Bismarck Y), revelando uma influéncia da
albumina na rede polimérica do filme. Essa diminuicdo na magnitude da corrente
de pico catodico para o filme ndo impresso foi atribuida a dificuldade que os elétrons
tém de alcangarem a superficie do eletrodo, justamente pela auséncia de cavidades
e consequentemente um aumento da barreira de difusdo (CYRIAC;
SIVASANKARAN; KUMAR, 2018).
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5.2. Caracterizagao dos Eletrodos Modificados por Espectroscopia de
Impedancial/ Capacitancia Eletroquimica.

O desempenho eletroquimico dos dispositivos de polimero com e sem
impressao molecular foi investigado na auséncia de um mediador redox (como
[Fe(CN)e]>/[Fe(CN)s]*) (LACH et al., 2019). Esta abordagem permite uma
investigacao eletroquimica mais aprofundada dos fenémenos relacionados com a
interagdo molécula molde-polimero. Para esta investigagdo, foi aplicado um
potencial de +0,05 V vs ECS devido a um melhor desempenho eletroquimico (Sec¢ao

5.3.4). As caracterizagdes EIE dos eletrodos modificados foram registradas em 0,1

mol L-! de solugdo TF.

Figura 8. Graficos de impedancia complexa (Z' vs. Z") para o PNI-poli(azo-Bismarck Y)
(quadrado azul), PMI-poli(azo-Bismarck Y) (triangulo verde) e FTO (circulo rosa) em 0,10 mol
L- ' solugdo TF (pH 7,3) no potencial aplicado de +0,05 V (vs ECS). Inset: magnificagdo dos
espectros de Nyquist.
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Na Figura 8, a impedancia dos eletrodos modificados € menor em
comparagao com eletrodo de FTO sem modificacédo, justamente porque o azo-
polimero € um material condutor, que facilita a transferéncia de elétrons na rede
polimérica e diminui, consequentemente, a impedancia do sistema como um todo
(TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016; TREVIZAN et al., 2021). A diferenga nas
dimensdes dos arcos capacitivos para os eletrodos modificados esta associada a
diferenga nos valores da resisténcia de transferéncia de carga em médias e baixas
frequéncias (RANDVIIR; BANKS, 2013; VON HAUFF, 2019). O menor valor de
resisténcia do filme esta associado a um melhor desempenho eletroquimico na
plataforma sensorial baseada em polimero semicondutor. Assim, o dispositivo de
PMI-poli(azo-Bismarck Y) apresentou uma melhor condutividade eletrbnica quando
comparado ao PNI-poli(azo-Bismarck Y).

Além disso, a alta inclinacdo do arco capacitivo para eletrodo de FTO sem
modificagdo se aproxima de 90° na regido de baixa frequéncia, indicando um
comportamento capacitivo. A linha reta com alta inclinagdo na regido de baixa
frequéncia pode confirmar que o eletrodo de FTO sem sofrer modificacdo se
comporta como um capacitor (CORDOBA-TORRES, 2017). Nesta perspectiva,
para melhor compreensao dos elementos presentes em cada eletrodo foi proposto
circuito equivalente para modelar os dados obtidos.

O substrato condutor de FTO sem modificacdo, exibiu como circuito
equivalente uma resisténcia da solugéo (Ra) em série com um elemento de fase
constante da dupla camada elétrica (CPEqc) (Figura 9A). O eletrodo modificado
para o filme impresso de PMI-poli(azo-Bismarck Y) apresentou como circuito
equivalente, uma resisténcia da solugéo (Ra) em série com dois paralelos contendo
um elemento de capacitancia néo ideal (CPE) e uma resisténcia de transferéncia
de carga (Rime) (Figura 9B). Sendo Rrime a resisténcia de transferéncia de carga
para a interface solugao/poli(azo-Bismarck Y), CPE4c 0 elemento de fase constante
da dupla camada elétrica, Rcav a resisténcia de transferéncia de carga para
interface poli(azo-Bismarck Y)/cavidade ASH e CPEfime 0 elemento de fase
constante para o comportamento capacitivo néo ideal do filme (OLEAN-OLIVEIRA;
TEIXEIRA, 2018).
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Para o filme sem impressdo molecular, PNI-poli(azo-Bismarck Y), foi obtido
um circuito contendo uma resisténcia da solugdo (Ra) em série com um paralelo
composto por um elemento de fase constante associado a dupla camada elétrica
(CPEdc) e uma resisténcia de transferéncia de carga do filme (Rfime) €m série a um
elemento de fase constante associado ao filme de BBY (CPErfime) (Figura 9C). Os
valores obtidos através dos ajustes matematicos em fungdo dos circuitos

equivalentes da Figura 9 sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros obtidos através dos ajustes matematicos dos espectros de Nyquist do
eletrodo de FTO sem modificagéo, eletrodo modificado de PMI-poli(azo-Bismarck Y) e de PNI-
poli(azo-Bismarck Y) baseados nos modelos da Figura 9. Os erros apresentados para os ajustes
matematicos foram menores de 2%.

Eletrodos
Ro Rfime Rcav | CPEgc | Oac CPEfime | Ofime
(kQ cm?) (MF cm2 s*)
FTO 0,308  —— - 83,05 0,982 - -
PMl-poli (Bismarck | 0,277 125,2 3,086 62,38 0,857 32,74 0,883
Y)
PNI-poli (Bismarck | 0,286 1365  -—-- 20,11 0,922 13.85 0,961
Y)

Figura 9. Modelo de circuito equivalente para o ajuste matematico do espectro de Nyquist dos
filmes de (A) FTO, (B) PMI-poli(azo-Bismarck Y) e (C) PNI-poli(azo-Bismarck Y) em potencial
aplicado de +0,05 V (vs. ECS).

A) B) CPEg CPEfiime
RD RQ - - 0—1 -
_@—/V\j\f—@—lé_@} ——\ [\ [\ —® ')[_\ O
CPEg, [*HV\M*] > \N\r“]
Rﬁlme Rcav

Rime  CPEfime

Fonte: O autor.
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De acordo com os circuitos equivalente e seus respectivos dados
apresentados na Tabela 2, foi possivel verificar que o flme PMI-poli (Bismarck Y)
apresenta uma resisténcia especifica para cavidade da molécula molde, o que nao
é visto no filme PNI-poli (Bismarck Y), justamente pela auséncia da proteina de ASH
na sua rede polimérica. Ao analisar os valores de capacitancia da dupla camada
(CPEadc) e seus respectivos valores de adc, observou um alto valor de CPEqc para o
eletrodo de FTO quando comparado com os eletrodos de FTO modificados com o
polimero condutor de BBY. A diminuigdo dos valores de capacitancia foi atribuida a
area recoberta pelo polimero de Bismarck Brown Y em fungdo com a dificuldade de
difusdo do contra-ion através dos poros internos do filme polimérico formado
(GONG et al., 2003; LIU et al., 2011). O filme modificado sem impressao molecular
apresentou um menor valor de CPE«c justamente por ndo exibir cavidades em sua
rede polimérica, o que permite uma superficie mais uniforme do que o filme com
impressao molecular.

Nesse sentido, os valores de adc foram menores para os eletrodos de PMI
e PNI em comparagao com o eletrodo de FTO sem modificagédo, devido organizagao
das cargas do eletrolito no interior do filme polimérico. Além disso, foi relatado por
Teixeira e colaboradores (2016) que o filme polimérico baseado no corante azo de
Bismarck Brown Y forma filmes porosos e rugosos. Desta forma, Cérdoba-Torres
(2017) relata que a porosidade e a rugosidade de filmes poliméricos afetam
diretamente os valores de adc, justificando a diminuigdo do valor de adc para os
eletrodos modificados. No entanto, o eletrodo de FTO apresentou um valor de adc
superior a 0,98 se aproximando de um capacitor ideal.

A fim de confirmar a formacgao dos sitios de ligagao e das cavidades na rede
polimérica do filme de PMI-poli(azo-Bismark Y) com a molécula de albumina, foram
realizadas medidas de EIE e ECE com os eletrodos de PMI-poli(azo-Bismark Y) e

PNI-poli(azo- Bismarck Y) na auséncia e na presenga de 0,5 ng mL™' de albumina.
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Figura 10. Espectros de Nyquist em +0,05 V (vs ECS) para dispositivos PMI-poli(azo-Bismark
Y) (A) e PNI-poli(azo- Bismarck Y) (B) na presenga (circulo vermelho) e auséncia (circulo preto)
de 0,5 ng mL"" de ASH em 0,10 mol L~ " solugdo TF (pH 7,3). As linhas mostram o ajuste obtido
por modelos de circuito de impedancia na Figura 9. Inset: magnificagcdo dos espectros de
Nyquist.
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Conforme os espectros de Nyquist na Figura 10, o eletrodo PMI-poli(azo
Bismarck Y) e PNI-poli(azo Bismarck Y) apresentaram um comportamento distinto
com a adicao de albumina no meio. O eletrodo com impressao molecular exibiu um
aumento do arco capacitivo frente a molécula de ASH, desencadeado justamente
pelo efeito de bloqueio das cavidades na transferéncia de carga, causando um
aumento resisténcia do sistema (TANG et al., 2018; BOLAT; TUGCE; ABACI, 2019;
TREVIZAN et al., 2021).

No entanto, o eletrodo sem impressdao molecular ndo exibiu diferengca no
arco capacitivo devido auséncia de cavidades em sua rede polimérica. Portanto, foi
comprovado a existéncia de sitios de ligagdo para a molécula de ASH no eletrodo
PMI-poli(azo Bismarck Y), indicando que o sistema baseado em impresséo
molecular pode ser utilizado para identificagdo de biomoléculas complexas a partir
dos valores de resisténcia e capacitancia eletroquimica. Para obtencéo dos valores
dos parametros fisico-quimicos interfaciais, foram utilizados os modelos de circuito

equivalente proposto na Figura 9 para descrever o comportamento dos eletrodos
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modificados. Os valores obtidos através dos ajustes matematicos sdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3. Paradmetros obtidos através dos ajustes matematicos dos espectros de Nyquist do
eletrodo modificado de PMI-poli(azo-Bismarck Y) e de PNI-poli(azo-Bismarck Y) na auséncia e
na presenga de ASH. Os erros apresentados para os ajustes matematicos foram menores de
2%.

Filmes de
poli(azo Ro Rifiime Rcav CPEqc Odc CPEfime | Ofiime
Bismarck Y)
(kQ cm?) (MF cm2 so1)
Auséncia de ASH
PNI 0,286 136,5 - 20,11 0,922 13.85 0,961
PMI 0,280 260,1 6,077 48,43 0,892 20,57 0,927
Presenca de ASH
PNI 0,272 140,2 19,25 0,901 16,52 0,956
PMI 0,282 336,9 13,99 34,04 0,885 17,34 0,912

O filme de PMI contém dois elementos resistivos (Figura 9B) que se
comportam de forma semelhante para a albumina em solugdo. O Rrime aumenta
consideravelmente na presenga de albumina (Tabela 3) devido a interagéo da
molécula molde nos sitios de ligagdo na matriz polimérica. O segundo elemento
resistivo (Rcav) corresponde ao fendmeno de enchimento da albumina nas
cavidades (YOO et al., 2014).

Ainda na Tabela 3, o elemento a resisténcia de transferéncia de carga
(Rrime) para o eletrodo com impresso molecular, € muito sensivel quando em contato
com a albumina, apresentando um valor de ARiime=76,8 kQ cm? e em torno de 20,8
vezes maior que o valor do filme sem impressao molecular, corroborando proposta
de formacéo das cavidades e sitios de ligagao especificos para a molécula molde
no filme de PMI-poli(azo-Bismarck Y).Esta ideia é reforgada quando analisamos na
perspectiva da capacitancia eletroquimica.

Conforme relatado por Bueno e colaboradores (2012), filmes poliméricos
com sitios ativos geram uma capacitancia redox no sistema, que integralmente

representa a densidade dos centros redox no carregamento capacitivo faradaico.
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Sendo assim, a capacitancia eletroquimica é influenciada por duas contribuicbes
capacitivas, uma da capacitancia no carregamento eletrostatico relacionada com a
perturbagao no eletrodo-solugao e outra devido a capacitancia quantizada que esta
associada a perturbacdo das moléculas redox adsorvidas. Desta forma, os calculos
da capacitdancia complexa foram realizados usando as Equagdes (3) e (4)
(FERNANDES et al., 2013).

Z”
[
C' = T (3)
no__ z'
T w|z)? (4)

Onde w ¢é a frequéncia angular, Z” é a impedancia imaginaria, IZl é a
impedancia absoluta, C’ é a capacitancia real e C” é a capacitancia imaginaria. Esta
abordagem é baseada em fenémenos capacitivos e € comumente utilizada na
construgcdo de sensores impedimétricos com biomoléculas (FERNANDES et al.,
2013). Este formato explorou fendmenos interfaciais capacitivos, como o
preenchimento da cavidade do sensor poli(azo-Bismarck Y)-MIP com a molécula
molde e carregamento do filme. As Figura 11 A e B representam os espectros
capacitivos de Nyquist para os eletrodos PMI-poli(azo-Bismarck Y) e PNI-poli(azo-
Bismarck Y).
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Figura 11. Diagrama capacitivo de Nyquist, registrados para os eletrodos de PMI-poli(azo Bismarck
Y) (A) e PNI-poli(azo Bismarck Y) (B) em solugdo TF 0,1 mol L' (pH 7,3). Potencial fixo de 0,05 V
vs ECS na auséncia e na presenga de ASH. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz.
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Na Figura 11 observa um comportamento semelhante entre os eletrodos
PMI e PNI frente ao molde molecular. Ambos os eletrodos tiveram uma diminui¢céao
da capacitancia redox dos sistemas, indicando um bloqueio no carregamento/
descarregamento do filme/ solugdo com a adsor¢cdo das moléculas de albumina
(BUENO et al., 2012; FERNANDES et al., 2013). Foram estimados valores de Credox
= 9,57 yF cm™ na auséncia e de Credox = 8,67F cm na presencga de ASH para o
eletrodo de PMI, enquanto que para o eletrodo PNI obteve um valor de Credox= 9,97
UF cm? e Credox= 9,55 uF cm? quando testados em solugdo sem e com albumina
(Tabela 4). Portanto, o filme com impresséo molecular obteve uma resposta de 0,90
uF cm (cerca de 2 vezes maior que 0 ACredox-PNI), confirmando a presencga de
sitios de ligacao especificos e cavidades do molde molecular na rede polimérica.
Portanto, o filme impresso por apresentar cavidades com tamanho e estrutura
especifica para albumina em sua rede polimérica, a adsorgcéo ocorre de forma mais
efetiva, diminuindo consequentemente a capacitancia redox (BUENO et al., 2012;
AFZALI; MOSTAFAVI; SHAMSPUR, 2020; TREVIZAN et al., 2021). Assim, o
eletrodo de PMI exibiu uma maior sensibilidade em fungédo a capacitancia redox

quando comparada ao filme ndo impresso.
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Figura 12. Representacdo dos centros redox e da dupla camada elétrica formada no filme de
poli(azo-Bismarck Y) para o eletrodo de PMI indicando a formagéo das cavidades/ sitio de ligagao e
de PNI sem impressao molecular.
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Fonte: Autoria Propria

O estudo do comportamento eletroquimico de eletrodos modificados
aplicando um potencial fixo de reducéo/oxidag¢ao, tornam possivel a caracterizacao
do ambiente interfacial e a quantificacdo das atividades faradaicas e nao faradaicas
nas superficies. Isso € possivel uma vez que o desempenho redox dos filmes
eletroquimicamente modificados € observado em escala de tempo e distintas
intensidades de medi¢des do espectro de corrente alternada. Nesta perspectiva, a
analise por ECE permite uma varredura de frequéncias em fungao da capacitancia
do sistema, fornecendo uma visdo completa do ambiente de molecular e dos sitios
redox. Desta forma, foi analisado a capacitancia real (Figura 13A e 13B) e
imaginaria (Figura 13C e 13D) em funcao da frequéncia aplicada dos filmes PMI e
PNI frente ao molde molecular de ASH.

As Figura 13A e 13B, contém o diagrama de Bode o qual exibe uma
resposta da capacitancia real (C’) em fungéo da frequéncia, em que define os sinais
faradaico na auséncia (grafico circulos pretos) e na presenga de ASH (grafico
circulos vermelhos), aqui comparamos a magnitude de cada contribui¢do e notamos
uma diferenga entre o sinal redox de cada eletrodo modificado. O eletrodo sem

impressao molecular, apresentou uma magnitude capacitiva do plano real superior
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comparado com o filme com impressao molecular, justamente por apresentar uma

distribuicdo polimérica dos sitios redox na superficie do eletrodo mais uniforme do

que o filme com cavidades, facilitando o carregamento do filme PNI.

Figura 13. Os diagramas de Bode para capacitancia complexa nas componentes real do filme PMI
(A) e PNI (B) e imaginaria do filme PMI (C) e PNI (D) em fun¢do da frequéncia em solugédo TF 0,1
mol L' (pH 7,3) na auséncia e na presenga de Albumina Sérica Humana (ASH) em atmosfera de N2.
Potencial fixo de 0,05 V vs ECS. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz. O destaque em verde
mostra a variagdo da capacitancia em baixa frequéncias.
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A Figura 13C e 13D contém também um diagrama de Bode decorrente
capacitancia imaginaria em fungao do logaritmo da frequéncia, o qual observou o
processo de relaxagao dos filmes PMI e PNI na frequéncia no pico da C”. Sendo
assim, a frequéncia necessaria para a relaxacao do filme polimérico com impressao
molecular foi de 584 Hz e sem impressao molecular foi de 181 Hz. A abordagem
utilizada para os calculos do tempo de relaxagcédo se baseou no trabalho de Bueno
e colaboradores (2016), em que foi aplicado o inverso da frequéncia de pico (1,= 1/
f) obtido pela Figura 13C e 13D. Desta forma, o filme de PMI apresentou um tempo
de relaxacdo equivalente a 1.71ms™' e filme de PNI apresentou um tempo de
relaxagdo igual a 5.52 ms™' (Tabela 4). Foi conclusivo que a presenca de cavidades
da albumina afetou a estrutura molecular polimero em termos de perda de energia,
necessitando de um tempo maior. Por sua vez, quando testados na presenca de
albumina, os eletrodos ndo demonstraram modificacdo de seu valor, sendo
independente a presenga da molécula molde no tempo de relaxagao.

Nesta perspectiva, Cassu e Felisberti (2013), define o processo de
relaxacao de polimeros sendo a capacidade de mobilidade das cadeias poliméricas
em realizar mudangas conformacionais, considerando fatores como angulos de
ligacdo, estrutura molecular e interagdes intermoleculares presentes na rede
polimérica. Ainda nisso, o tempo de relaxagao é estimado a partir de uma varredura
de frequéncia (f), em que as cadeias poliméricas absorvem energia em apenas uma
determinada faixa de frequéncia, dado em escala de tempo. Deste modo, o tempo
em que ocorre a maior absorg¢ao de energia do polimero, é definido como tempo de

relaxacao.

Por meio destas informacdes e dos dados obtidos, note que o tempo de
relaxacao do filme de PMI-poli(azo-Bismarck Y) é superior ao flme sem impressao
molecular, corroborando com a influéncia que as interagcbes com o molde molecular
tem na mobilidade da rede polimérica, configurando a este uma maior rigidez. Em
contrapartida, o eletrodo de PNI é mais uniforme em relacdo a distribuicdo
polimérica do filme de poli(azo-Bismarck Y), necessitando de um tempo de relagao

menor.
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Ainda isso, autores relatam que € possivel determinar a constante de
cinética de transferéncia de elétrons (k) em superficie modificadas com filmes
eletroativos a partir de analises da capacitancia imaginaria em fungao da varredura
de frequéncia (BUENO et al., 2013). Os autores demostraram que a taxa de
transferéncia de elétrons esta intrinsicamente relacionada com a capacitancia redox

e com todo o processo redox presente na superficie modificadas (Figura 12).

Deste modo, a constante de cinética de transferéncia de elétrons (k) é
determinada pelo o inverso do tempo de relaxagdo (k'= 1,) ou pelo valor de
frequéncia no ponto mais alto de C”, indicando o momento em que a velocidade de
transferéncia de elétrons é equivalente ao intervalo do tempo em termos de perda
de energia. Neste momento, a influéncia da resisténcia de transferéncia de carga
no sistema se torna insignificante e os elementos capacitivos do sensor atinge sua
capacidade maxima. Os valores de k para o filme de PMI-poli(azo-Bismarck Y) foi
de 584 s e o filme de PNI-poli(azo-Bismarck Y) 181s™ (Tabela 4), sendo estes os
mesmos valores da frequéncia de pico da Figura 13C e 13D ja mencionadas. A
diferencga nos valores da taxa de transferéncia de elétrons é interpretada em fungao
da magnitude do pico e da disperséo deste, estando diretamente relacionado com
a eficacia dos sitios redox no acoplamento eletrénico.

Tabela 4. Parametros obtidos através dos espectros de capacitivos de Nyquist e Bode para o

eletrodo modificado de PMI-poli(azo-Bismarck Y) e de PNI-poli(azo-Bismarck Y) na auséncia e
na presenca de ASH. Frequéncia de 0,1 Hz para os valores de C' e C”.

Filmes de poli(azo
Bismarck Y) (04 c” Credox Tr k
(MF cm?) (ms) (s)
Auséncia de ASH
PNI 23,56 11,29 9,97 1,71 181
PMI 20,08 9,122 9,57 5,52 584
Presenca de ASH
PNI 19,70 10,05 9,55 1,71 181
PMI 15,85 6,383 8,67 5,52 584
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A regido de baixa frequéncia indicada nos graficos da Figura 13 representa
as escalas de tempo associadas ao carregamento completo do polimero
molecularmente impresso. Com a adicdo de albumina no sistema, nota uma
diminuicdo da capacitancia real e imaginaria em func¢ao da frequéncia, o que indica
um processo de descarregamento dos filmes de PMI e PNI, ocasionados pela
interacdo da albumina com os sitios redox do poli(azo-Bismarck Y). Foi observado
que o processo de religagao da albumina é mais sensivel no plano da capacitancia
imaginaria, apresentando uma resposta do sensor de PMI de 2,739 pF cm? e para
o eletrodo de PNI de 1,24 uF cm?, obtendo um fator de impressédo (ACwmip/ ACnip)
cerca de 2,2 vezes maior em relagao ao filme sem impressao molecular.

No entanto, para a componente real capacitiva, o flme de PMI apresentou
uma magnitude na variagdo da resposta do sensor maior, porém o eletrodo sem
impressao molecular seguiu 0 mesmo comportamento, apresentando um fator de
impressao molecular em torno de 1,10. Como foi descrito na Equacao 4, a
capacitancia imaginaria esta diretamente relacionada com a impedancia real (Z'), e,
consequentemente, com uma maior sensibilidade para os elementos resistivos,
especialmente a Rcav que € especifico para o filme com impressao molecular, como

visto no circuito equivalente proposto na Figura 9B.
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5.3. Otimizacao do Filme Polimérico Molecularmente Impresso

5.3.1. Efeito da Velocidade de Varredura na Construgao do Filme de poli(azo-

Bismarck Y) Frente ao Molde de Albumina Sérica Humana

E bem conhecido que a velocidade de varredura desempenha um papel
fundamental na morfologia e estrutura dos filmes poliméricos, o que € de suma
importancia na construgao de um sensor eletroquimico. Alguns autores relataram
que filmes construidos em baixa velocidade de varredura permite a formacao de
uma superficie mais lisa, compacta e uniforme, ja filmes construidos em altas
velocidades de varredura obtém caracteristicas como alta porosidade e
irregularidades (GONG et al., 2003; LIU et al., 2011).

Nesta perspectiva, para compreender o efeito da velocidade varredura na
etapa de eletropolimerizagcdo, os filmes poliméricos molecularmente impresso
tiveram a taxa de varredura variada entre 10 a 100 mV s™'. O estudo da espécie
ativa para os eletrodos sintetizados em diferentes velocidades de varredura na
etapa eletropolimerizagao foram avaliadas em solugéo TF 0,10 mol L' (pH =7,3) e
s&o apresentados na Figura 14.

De acordo com os espectros de impedancia obtidos para os eletrodos de
PMI-poli(azo-Bismark Y) em diferentes velocidade de varredura, foi possivel
verificar similaridade no comportamento dos filmes, onde os filmes construidos em
maiores velocidades de varredura 60-100 mV s™! apresentaram um arco capacitivo
com uma angulagao de aproximadamente 75°. Os outros filmes apresentaram um
arco com uma angulagao préoxima a 65°. O incremento do arco capacitivo com o
aumento da velocidade de varredura na etapa de eletropolimerizagao, indica uma
diferenca nos valores de resisténcia de transferéncia de carga. Para obtencao dos
valores dos parametros fisico-quimicos interfaciais, foram utilizados um modelo de
circuito equivalente para descrever o comportamento dos eletrodos modificados. O
circuito equivalente descrito para o filme PMI-poli(azo-Bismarck Y) foi utilizado em
todas as medidas de EIE apresentadas neste relatorio. Os valores obtidos através
dos ajustes matematicos em fungéo dos circuitos equivalentes na Figura 9B estédo
apresentados na Tabela 5.
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Figura 14. Espectros de plano complexo de Nyquist para os filmes formados em diferentes
velocidades de varredura em solugéo TF 0,10 mol L' (pH = 7,3) com potencial aplicado de +0,05
V vs. ECS. Atmosfera de N2. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz.
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A partir dos dados obtidos pelo ajuste matematico foi possivel calcular o
valor de espécie ativa de cada eletrodo modificado em diferentes velocidades de
varredura. Para o calculo de espécie ativa se baseou na equacao relatada por
Oliveira e colaboradores (2021), em que a espécie ativa (') foi calculada com base
na relagdo I" = Q / nFA, onde n € o numero de elétrons decorrente do processo
redox por unidade de monémero (n = 2e- ), F a constante de Faraday (96485,3399
C/mol e7), A é a area do eletrodo (1,0 cm?) e Q € a carga, equivalente ao valor
capacitancia aparente (Capp), 0 qual foi calculada a partir dos valores de
resisténcia de transferéncia de carga do filme (Rrime) a € CPE a pela Equagao 5.

C. = (R fitme-CPEq)/®
app =

(5)

Rfiime

Tabela 5. Dados eletroquimicos obtidos a partir do estudo impedimétrico em solugdo aquosa
de TF 0,10 mol L-1 (pH = 7,3) para os diferentes filmes sintetizados com 20 ciclos de potenciais
em diferentes velocidades de varredura aplicadas.
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Velocidade Rfilme CPEqc Oldc Q r

de (kQ cm?) (MF cm2s*  (u4F cm2 s> (MC) (nmol cm?)
Varredura D) 1
(mV s)
10 11,24 47,89 0,7885 40,56 0,210
20 11,76 42,82 0,7995 36,05 0,187
30 12,64 35,15 0,8578 30,72 0,159
40 13,19 23,65 0,9927 23,45 0,122
60 15,14 20,26 0,9323 18,59 0,096
100 18,50 17,84 0,9123 16,04 0,083

Fonte: O autor.

De acordo com os valores de espécie ativa, foi possivel notar que filme
sintetizados em menores velocidades de varreduras apresentam maior
concentracao de espécie ativa depositada na superficie do eletrodo. Esse processo
€ evidenciado por apresentar um maior tempo organizagao dos cations radicais
formados na etapa de eletropolimerizacdo, permitindo que as espécies se
distribuam de forma compacta e uniforme no eletrodo.

Além do mais, os filmes construidos em menores taxa de varredura
apresentam valores de resisténcia de transferéncia de carga inferior que filmes
construidos em maiores velocidades de varreduras (Figura 15). Assim, os menores
valor resistivo esta associado ao melhor desempenho eletroquimico da plataforma
de impressao molecular. Portanto, os filmes poliméricos construidos em menores
velocidade de varreduras apresentam uma condutividade eletrénica geral melhor
do que filmes construidos em maiores velocidades de varredura.

Um outro fator a ser observado sdo os valores de a, a qual sdo utilizados
como indicativo da heterogeneidade interfacial do filme polimérico sobre a
superficie do eletrodo de FTO (GUPTA; PRICE, 2016; ORAZEM; TRIBOLLET,
2008a; YOO et al., 2014; RADZUAN; SULONG; SAHARI, 2017). Dessa forma, toda
alteracao recorrente no filme polimérico, resulta numa deformacédo da dupla
camada elétrica e consequentemente na diminuigdo do valor de a (CORDOBA-
TORRES, 2015; GUPTA; PRICE, 2016; ARUNKUMAR; PAUL, 2017).
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Nesse sentido, verificou-se que filmes construidos em menores
velocidades de varredura, apresentam menores valores aqdc, indicando uma menor
organizacao estrutural da dupla camada elétrica sobre os filmes formados em
maiores velocidades de varredura. Assim, os filmes poliméricos com impressao de
moléculas de alto peso molecular, tendem a gerar cavidades maiores e
consequentemente uma menor organizacao estrutural na superficie polimérica
(RANDRIAMAHAZAKA; ASAKA, 2010; ARUNKUMAR; PAUL, 2017). Portanto,
filmes em menores velocidades de varredura apresentam um maior tempo na
formacgao do polimero, gerando mais sitios de ligagao e cavidades molecularmente

impressas para proteina de ASH, o que resulta em um menor valor de dgc.

Figura 15. Dependéncia da resisténcia de transferéncia de carga em potencial aplicado de
+0,05 V vs. ECS (eixo Y esquerdo - preta) e concentragado de espécies ativas (eixo Y direito -
vermelha) em func¢ao da velocidade de varredura na formagéao do filme PMI-poli(azo-Bismarck
Y)-ASH.
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A resposta eletroquimica dos filmes de PMI construidos sdo dependentes
do numero de sitios de ligagao especificos para a albumina gerados no polimero
durante a etapa de eletropolimerizagao, portanto, maiores velocidades de
varredura proporcionam uma menor quantidade de sitios de ligacdo devido a
limitagdo da difusdo dos monémeros de BBY para a superficie do eletrodo (LASIA,
2002; ARUNKUMAR; PAUL, 2017). Assim, ha uma concentragao menor de cations
radicais formados, afetando o crescimento da cadeia polimérica, resultando em
uma menor concentragéo de sitios ativos no filme e consequentemente um menor
numeros de cavidades de ASH geradas na rede polimérica.

ApOs isso, 0 desempenho eletroquimico dos dispositivos molecularmente
impresso sintetizados em diferentes velocidades de varreduras foram estudados
na auséncia e na presencga de 0,5 mg mL"' ASH em solug&o aquosa TF de 0,1 mol
L-'. Esta abordagem permite compreender a resposta eletroquimica da albumina
em funcao das cavidades formadas na superficie polimérica. A Figura 16 apresenta
os espectros obtidos para os eletrodos de PMI-poli(azo-Bismark Y) em diferentes

velocidades de varredura na auséncia e na presenga de ASH.

Figura 16. Espectros de impedancia do plano complexo de Nyquist registrados para os eletrodos de
FTO/PMI-poli(azo-Bismarck Y) em solugdo TF 0,1 mol L' (pH 7,3) formados com 20 ciclos de
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potenciais em velocidades de 10 (A), 20 (B), 30 (C), 40 (D), 60 (E) e 100 mV s™' (F). Potencial fixo
de 0,05 V vs ECS na auséncia e na presenga de 0,5ng mL-' de ASH em atmosfera de N2. Frequéncia
aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz.
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Conforme os espectros de Nyquist obtidos para os eletrodos modificado de
PMI-poli(azo-Bismark Y) em diferentes velocidade de varredura testado na
auséncia e na presenga da molécula de ASH, foi possivel verificar que todos os
filmes apresentaram um arco capacitivo com uma angulagédo de aproximadamente
70°. Os filmes quando testado na presenca da molécula molde apresentou um
incremento do arco capacitivo, sinalizando uma alteracdo nos valores de
resisténcia de transferéncia de carga a partir da interacao entre molécula molde e
suas devidas cavidades e sitios de ligagao na rede polimérica (YOO et al., 2014).
Nesse sentido, para melhor compreenséo dos elementos interfaciais foi realizado
0 ajuste matematico baseado no circuito equivalente proposto na Figura 9B. Esses
valores obtidos estdo resumidos na Tabela 6.

Foi verificado através da andlise dos valores de resisténcia de transferéncia
de carga do filme (Rfime) € da cavidade (Rcav) para os filmes em potencial aplicado
de +0,05 V (vs. ECS), que houve um aumento dos valores de Rfime € Rcav cOm 0
aumento da velocidade de varredura (Tabela 6). Esse comportamento foi

observado tanto para os filmes testados na auséncia quanto na presencga de ASH.
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Tabela 6. Parametros obtidos através dos ajustes matematicos dos espectros de Nyquist dos
filmes de PMI-poli(azo-Bismarck Y) construidos em diferentes velocidades de varredura
baseados nos modelos da Figura 9B. Os erros apresentados para os ajustes matematicos foram
menores de 2%.

Filmes de
poli(azo Ro Rifilme Rcav CPEqc Odc CPEfime | Ofiime
Bismarck Y)
(kQ cm?) (MF cm2 so1)
Auséncia de ASH
10 0,278 5419 3,683 83,05 0,981 14,98 0,921
20 0,280 271,99 7,821 62,86 0,982 19,62 0,932
30 0,275 4957 8,365 57,77 0,953 14.95 0,931
40 0,265 387,11 11,64 45,43 0,984 17,51 0,924
60 0,282 4728 18,69 28,20 0,901 12,64 0,945
100 0,277  600,3 14,13 29,73 0,963 13,27 0,932
Presenca de ASH
10 0,272 5755 11,40 52,46 0,950 15,20 0,877
20 0,273  324,6 16,64 46,44 0,902 21,17 0,893
30 0,268  537,9 15,57 45,86 0,962 16,48 0,882
40 0,269 4257 16,24 43,46 0,921 16,72 0,902
60 0,276  506,6 22,99 26,63 0,892 12,33 0,925
100 0,279  635,6 17,23 28,82 0,962 12,48 0,892

Além disso, foi verificado uma diminui¢ao significativa dos valores de adc
frente a molécula de ASH, indicando uma alteragao na morfologia dos eletrodos
(DEOG et al., 2014; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016). Nesta perspectiva, a
diminuicdo do valor de aqc, € devido a difusdo da proteina de ASH pela dupla
camada elétrica até seus respectivos sitios de ligagéo, provocando, portanto, uma
deformagao na dupla camada elétrica e na capacitancia do filme (DEOG et al.,
2014; MESQUITA; NOGUEIRA, 2015). A incorporagéao das moléculas de ASH em
suas respectivas cavidades impressa na rede polimérica do filme de poli(azo
Bismarck Y) aumenta a taxa de transferéncia de carga do sistema (Figura 17)
(BOLAT; TUGCE; ABACI, 2019).
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Esse aumento da taxa de transferéncia de carga apos a religagdo da
molécula de ASH sob a superficie do eletrodo modificado pode ser explicado pelas
possiveis interagdes de hidrogénios entre o molde de ASH e o BBY, na quais os
grupos aminos e carboxila presente na proteina de ASH sdo capazes de interagir
com o grupo amina do monémero de BBY (BOLAT; TUGCE; ABACI, 2019; QIU et
al.,, 2014). As interagdes eletrostatica e o do empilhamento - dos anéis
aromaticos do polimero com a proteina, podem auxiliar no aumento da resisténcia
do sistema como um todo, uma vez que se trata de um molécula complexa e com
varios sitios de ligagao (BOLAT; TUGCE; ABACI, 2019; QIU et al., 2014).

Figura 17. Dependéncia da Rfilme (eixo Y esquerdo - preto) e da Rcav (eixo Y direito —
vermelho) em potencial aplicado de 0,05 (V vs ECS) em fungéo da velocidade de varredura na
formacao do filme molecularmente impresso de poli(azo-Bismarck Y)-ASH.
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Dessa forma, o filme que obteve melhor desempenho eletroquimico foi o
de 20mV s™', apresentando a maior variagdo na resposta da Rfime € Rcav, quando
testado na auséncia e na presenca de 0,5 ng mL"" de ASH. Ja filmes construidos

em velocidade de varredura superior a 20mV s' diminui exponencialmente seu
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desempenho eletroquimico. Esse comportamento era esperado, uma vez que a
rede polimérica construida em maiores velocidades de varredura € distribuida de
forma irregular na superficie do eletrodo, diminuindo exponencialmente o fator de
impressao molecular para ASH e consequentemente a resposta impedimétrica do

Sensor.

5.3.2. Efeito da Numero de Ciclos na Construgdao do Filme de poli(azo-

Bismarck Y) Frente ao Molde de Albumina Sérica Humana

O numero de ciclos de potenciais aplicados na etapa de eletropolimerizagao
€ um fator imprescindivel na formacdo de filmes polimérico com impresséo
molecular em superficie condutoras/ semicondutoras e no desempenho
eletroquimico frente a molécula molde. O nimero de ciclos esta intrinsicamente
relacionado com a quantidade de matéria eletrodepositada sobre o substrato
condutor, influenciando em aspectos fisico-quimicos e morfologicos do filme
polimérico (CYRIAC; SIVASANKARAN; KUMAR, 2018a).

A fim de estudar o efeito do numero de ciclos na construgdo de eletrodos
modificado com poli(azo-Bismarck Y) na presenca de Albumina Sérica Humana
como molde molecular, foi realizada a analise dos filmes formados com 10, 20, 30,
40 e 50 ciclos em uma velocidade de varredura de 20 mV s™'. O estudo foi realizado
através dos filmes formados sobre eletrodos de FTO e investigados pela técnica de
EIE em solugdo TF 0,10 mol L-! (pH = 7,3).

Conforme os espectros obtidos para os eletrodos de PMI-poli(azo-Bismark
Y) formados em diferentes niumeros de ciclos de potenciais aplicados, foi possivel
verificar similaridade no comportamento dos filmes, onde todos apresentaram um
arco capacitivo com uma angulagédo de aproximadamente 65°. Foi observado um
arco capacitivo de menor magnitude para o filme formado com 20 ciclos, causado

pelo efeito de uma matriz polimérica mais condutora.

Em contrapartida, notou que os filmes de 30, 40 e 50 ciclos de potenciais

aplicado apresentaram um incremento do arco capacitivo, indicando um
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impedimento de transferéncia de elétrons causado pela proteina de ASH impressa
no filme de poli(azo-Bismarck). Ja o filme de 10 ciclos teve um arco capacitivo
superior ao eletrodo de 20 ciclos, o que esta relacionado com a uma quantidade de
matéria do polimero condutor depositado. Os parametros fisico-quimicos
interfaciais foi obtido a partir dos ajustes matematicos presente no modelo de

circuito equivalente proposto na Figura 9B.

Figura 18. Espectros de plano complexo de Nyquist para os filmes formados em diferente
numero de ciclos de potenciais aplicado em solugdo TF 0,10 mol L' (pH = 7,3) com potencial
aplicado de +0,05 V vs. ECS. Atmosfera de N2. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz. Inset:
magnificacdo dos espectros de Nyquist.
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Foram determinados os valores dos elementos resistivos e capacitivos
presentes no circuito equivalente. Conforme a Equacao 5, foi possivel calcular o
valor de espécie eletroquimicamente ativa de cada eletrodo modificado em
diferentes numeros de ciclos. O calculo de espécie ativa se baseou nos valores de

capacitancia aparente (C app), 0 qual foi calculado a partir dos dados de resisténcia
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de transferéncia de carga do filme (Rsime), do elemento de capacitancia nao ideal
(CPE a1) e a como descrito na Tabela 7.
Tabela 7. Dados eletroquimicos obtidos a partir do estudo impedimétrico em solugdo aquosa

de TF 0,10 mol L-1 (pH = 7,3) para os filmes sintetizados em 20 mV-" aplicando diferentes ciclos
de potenciais.

Numero Réfilme CPEqc Oldc Q r

de Ciclos (kQcm?)  (WFcm?2s®')  (UF cm?2s®) (uC) (nmol cm?)
10 119 36,6 0,886 443 0,229
20 80,6 48,2 0,862 59,9 0,310
30 125 60,4 0,853 85,37 0,442
40 150 58,6 0,829 91,70 0,475
50 169 56,6 0,759 115,9 0,600

Fonte: O autor.

Conforme os valores de espécie ativa, observou que quanto maior o
numeros de ciclos aplicado na formacédo do poli(azo-Bismarck Y), maior foi a
concentracado de espécie ativa depositada na superficie do eletrodo. Notou-se um
aumento da Rfime para os eletrodos de 30, 40 e 50 ciclos. Esse efeito foi relatado
por Shayeh e colaboradores (2016) no estudo de polimero condutor baseado em
PANI (polianilina), onde o aumento da espessura do filme polimérico influéncia
diretamente na cinética da reagao de redugao e oxidagao dos grupos azo presentes
nas camadas mais interna filme polimérico. Ainda nisso, a presengca do molde
molecular na matriz polimérica torna desfavoravel reacdo de redox do polimero,
uma vez que os aminoacidos livres da albumina devem interagir com toda a
molécula de Bismarck Brown Y, aumentando consideravelmente a resisténcia do
sistema.

Ao analisar os dados de capacitancia da dupla camada (CPEqc) e seus
respectivos valores de adc, notou uma diminuicdo dos valores de CPEq4c para os
eletrodos de 40 e 50 ciclos. No entanto, ndo observou alteragdo no comportamento
de adc com o aumento da espessura dos filmes poliméricos. A diminuicdo dos
valores de CPEdc para os filmes poliméricos de 40 e 50 ciclos é evidenciada pela
dificuldade de difusdo do contra-ion para os poros internos do filme polimérico.
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O desempenho eletroquimico dos filmes de PMI esta diretamente
relacionado com numero de cavidades e sitios de ligagao especificos para o molde
molecular de ASH gerados na superficie do polimero. Portanto, o estudo do numero
de ciclo afeta diretamente na quantidade de espécie depositada, e
consequentemente, das cavidades formadas. Sendo assim, filmes construidos em
maiores numeros de ciclos apresentam uma concentragdo maior de cations
radicais formados, o que permite uma maior concentragao de sitios ativos no filme
polimérico. A fim de verificar o comportamento eletroquimico dos eletrodos
sintetizado em diferentes numeros de ciclos foram realizados estudos na auséncia
e na presenca de 0,5 mg mL' de ASH em solugdo TF 0,1 mol L. Este estudo
permite analisar o desempenho eletroquimico dos filmes molecularmente
impressos em fungdo das cavidades geradas. Figura 19 contém os espectros de
impedancia para os eletrodos de PMI-poli(azo-Bismarck Y) construidos em
diferentes numero de ciclos frente ao molde molecular no processo de religagao
(Figura 19).

Figura 19. Espectros de impedancia do plano complexo de Nyquist registrados para os eletrodos de
FTO/PMI-poli(azo-Bismarck Y) em solugdo TF 0,1 mol L' (pH 7,3), filmes formados em 10 (A), 20
(B), 30 (C), 40 (D) e 50(E) ciclos. Potencial fixo de 0,05 V vs ECS na auséncia e na presenca de
0,5ng mL-" de ASH em atmosfera e N2. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz.
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Conforme os espectros de Nyquist obtidos para os eletrodos modificado de
PMI-poli(azo-Bismark Y) em diferentes numeros de ciclos, foi possivel verificar que
todos os filmes quando testado na presenca da molécula molde apresentou um
pequeno deslocamento do arco capacitivo direcionado para o eixo da impedancia
imaginaria na regiao de baixa frequéncia, o que indica alteragdes nos parametros

resistivo do sistema (Tabela 8).

69



Tabela 8. Pardmetros obtidos através dos ajustes matematicos dos espectros de Nyquist dos filmes
de PMI-poli(azo-Bismarck Y) construidos em diferentes nimeros de ciclos baseados no modelo de
circuito equivalente proposto na Figura 9B. Os erros apresentados para os ajustes matematicos
foram menores de 2%.

Filmes de
poli(azo Ro Rfilme Recav CPEq. Odc CPEfime | Ofime
Bismarck Y)
(kQ cm?) (MF cm2 s*1)
Auséncia de ASH
10 0,283 368 9,71 19,5 0,96 51,9 0,90
20 0,296 591 9,92 18,7 0,92 55,2 0,90
30 0,278 231 10,3 21,7 0,93 58,1 0,90
40 0,281 247 12,3 15,9 0,92 35,8 0,87
50 0,275 458 16,7 14,6 0,89 34,1 0,86
Presenca de ASH
10 0,285 403 13,2 18,9 0,93 50,7 0,89
20 0,292 684 16,3 18,1 0,92 53,7 0,89
30 0,274 293 15,6 20,3 0,92 55,8 0,89
40 0,275 325 17,1 18,3 0,91 33,9 0,86
50 0,276 482 19,6 16,8 0,88 43,1 0,85

Foram obtidos os valores de resisténcia de transferéncia de carga do filme
(Rrime) € da cavidade (Rcav) em potencial aplicado de +0,05 V (vs. ECS), onde todos
os eletrodos de PMI tiveram um aumento dos valores de Rfime € Rcav cOm 0 aumento
do numero de ciclos (Tabela 8). Choi e colaboradores (2022) estudaram o
comportamento impedimétrico de um polimero molecularmente impresso na
deteccao da citocina IL-1B, em que relataram a influéncia da proteina no aumento
da resisténcia de transferéncia carga, especialmente para filmes construidos em
menores numeros de ciclos.

Esse processo € mais expressivo para filmes impressos finos, uma vez que
apresentam uma menor concentragao do polimero condutor depositado e cavidade
com sitios de ligagdo mais livres no processo de religagdo. Ainda nisso,

impressores moleculares de molde isolantes com alto peso molecular, dificulta a

70



transferéncia de elétrons entre as cadeias poliméricas, 0 que consequentemente

aumenta a resisténcia do sistema como um todo.

Figura 20. Dependéncia da Rfilme (eixo Y esquerdo - preto) e da Rcav (eixo Y direito — vermelho)
em potencial aplicado de 0,05 (V vs ECS) em fungdo do nimero de ciclos de potenciais aplicado na
eletropolimerizagao do filme molecularmente impresso de poli(azo-Bismarck Y)-ASH.
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A Figura 20 apresenta a variacado da resisténcia de transferéncia de
carga (Riime € Recav) em funcdo do numero de ciclos na detecgcédo da albumina
sérica humana. Foi observado que a partir do 20° ciclo de potencial aplicado houve
uma diminuicdo na magnitude do Rfime € Rcav, em que nimero de ciclos inferior
a 20°, esta relacionado com a formagdao de um fina camada da membrana
polimérica resultando em um numero insuficiente de sitios de ligagga do PMI-
poli(azo-Bismarck Y)-ASH, como também cavidades mais propensas a quebra
durante a remocédo do molde. Por outro lado, niumeros de ciclos superiores a 20°
indica a obstrugao dos sitios de ligagdo/ cavidade presentes nas camadas interna
do filme polimérico, tornando uma regido inativada para o molde molecular,

diminuindo o desempenho eletroquimico do sensor molecularmente impresso.
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Ainda na Tabela 8, foi analisado os dados de capacitancia da dupla camada
(CPEdc) e seus respectivos valores de adc, o qual notou valores crescentes até o
30° ciclo, e uma diminuicdo de seus valores de CPEdc para os eletrodos
modificados com 40° e 50° ciclos. Esse mesmo comportamento também foi
observado para a capacitancia do filme (CPEfime). A diminuigdo dos valores de
capacitancia esta relacionada com o aumento da espessura do filme e das
cavidades formadas pelo molde de ASH, o que dificulta o processo de difusao do
contra-ion para as camadas internas filme polimérico formado, como também na
organizagado dos ions na superficie do polimero, afetando os dois componentes
capacitivos (WANG, 2017).

Portanto, o eletrodo modificado com 20° ciclos de potenciais aplicado foi o
que apresentou o melhor desempenho eletroquimico para formagao de sitios de
reconhecimento molecular no processo de adsorgéo/religagdo da albumina sérica

humana na superficie do eletrodo.

5.3.3 Efeito do pH na Construcao do Filme de PMI-poli(azo-Bismarck Y) Frente

ao Molde de Albumina Sérica Humana

O efeito do potencial hidrogenibnico (pH) na solugao de eletropolimerizagao
exerce uma influéncia direta na formacao de filmes poliméricos. No estudo de
plataformas sensoriais molecularmente impressas, a concentracdo de H* da
solucao de polimerizagao esta diretamente relacionada com a formagao do polimero
e com tipo de interag¢des intermoleculares entre 0 monémero e a molécula molde
(etapa de complexagao).Os estudos do pH no processo de eletropolimerizagao do
mondémero de BBY foram realizados em uma solugao de KCI 0,5 mol L utilizando
acido cloridrico (HCI) e hidréxido de potassio (KOH) para regular os diferentes pH,
variando de 2 até 9. O estudo da concentragado de espécie ativa para os eletrodos
sintetizados em diferentes pH foram realizadas por EIE em solugdo TF 0,10 mol L™
(pH =7,3).
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Figura 21. Espectros de plano complexo de Nyquist para os filmes formados em diferentes pH e
testados em solugdo TF 0,10 mol L' (pH = 7,3) com potencial aplicado de +0,05 V vs. ECS.
Atmosfera de N2. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz. Inset: magnificagdo dos espectros de
Nyquist.
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Conforme os espectros apresentados na Figura 21, foi possivel verificar que
todos eletrodos de PMI apresentaram um comportamento de arco capacitivo.
Entretanto, o filme polimérico sintetizado em pH 2,0 apresentou um semicirculo
indicando uma regiao de controle cinético (DOMINGUEZ-BENETTON et al., 2012),
e uma reta de angulacdo de aproximadamente 60° na regido de controle de
transporte de massa (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008e). No entanto, esse
comportamento nao foi evidenciado para os filmes formados em pH superior a 2,0.

Ainda nisso, os espectros de impedancia para os eletrodos modificados com
solugdes poliméricas de pH 2,0 e 3,0 foram as que apresentaram a menor
magnitude do arco capacitivo, indicando um filme polimérico menor resisténcia de
transferéncia eletrbnica. Deste modo, o comportamento eletroquimico dos
espectros de impedancia é respaldado no calculo da concentracio de espécie ativa

(Equagéao 2) de cada filme polimérico formado em diferentes pH (Tabela 9). Para
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realizacdo dos calculos realizou os ajustes matematicos aplicando o circuito
equivalente proposto na Figura 9B.
Tabela 9. Dados eletroquimicos obtidos a partir do estudo impedimétrico em solugéo aquosa de TF

0,10 mol L-1 (pH = 7,3) para os filmes sintetizados em 20 mV-! aplicando diferentes ciclos de
potenciais.

Rfilme CPEgc Odc Q r
Ph
(kQcm?)  (WFcm?2s®')  (uF cm2s*1) (MC) (nmol cm?)

2 141 48,6 0.897 60,6 0,314

3 189 44 1 0.896 56,7 0,292

4 227 41,1 0.894 53,5 0,277

5 230 39,9 0.900 51,0 0,264

7 250 30,8 0.891 39,5 0,205

9 220 24,3 0.888 29,5 0,155

Fonte: O autor.

Foi verificado um aumento dos valores da resisténcia redox do filme (Rfime)
até o pH 7,0 com uma pequena diminuig¢ao para o filme construido em pH 9,0. Esse
comportamento demonstra que o polimero construido em pH 2,0 acumula material
eletroativo favorecendo a condutividade eletronica na cadeia polimérica (NARESH;
LEE, 2021; TREVIZAN et al., 2021).

Além disso, foi observada uma diminuicdo do elemento capacitivo (CPFac)
com o aumento do pH da solucido de eletropolimerizacdo. Dessa forma, a
capacitancia da dupla camada (CPEdc) esta vinculado com o numero de espécies
eletroativas do polimero depositadas no substrato condutor (WOLFART et al.,
2016). Portanto, filmes construidos em pH superiores ocorre uma deposi¢ao
ineficiente do polimero pela auséncia de prétons no meio, o que é respaldado pelo
aumento da resisténcia transferéncia eletrénica e uma diminuigdo da capacitancia

da dupla camada.
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A quantidade de espécie ativa na superficie do eletrodo apresentou uma
dependéncia linear com o logaritmo da concentracdo de H* na solugao
polimerizagao, indicando a influéncia da quantidade de acido no meio eletrolitico
(Figura 22). Dessa forma, os filmes formados em pH superior a 2,0 apresentam uma
menor quantidade de material poli(azo-Bismarck Y) ativo na superficie do eletrodo.
Isso porque quando o valor de pH é maior que 2,0 a quantidade de prétons no meio
nao é suficiente para que ocorra a formagao do cation radical de forma efetiva,
dificultando o acoplamento azo para a formagédo da cadeia polimérica (HWANG,;
SANTHANAM; LIN, 2001; LI et al., 2002). Nesse sentido, ao analisar a resisténcia
de transferéncia de carga (Rfime), observou um aumento do Rfime na medida em que
diminuia a concentragdo de protons do meio eletrolitico, corroborando com a
perspectiva de que filmes baseados em azo polimero necessita de uma alta
concentragdo H* na solugéo de polimerizagao.

Figura 22. Dependéncia da resisténcia de transferéncia de carga (Rfilme) em potencial aplicado de

+0,05 V vs. ECS (eixo Y esquerdo - preta) e concentragdo de espécies ativas (eixo Y direito -
vermelha) em fung&o do pH na formacao do filme PMI-poli(azo-Bismarck Y)-ASH.

AN
(*) N _
240} > LT~ J0.30
\ - \
9 \ NE
220 | AN . {027 E
NE / \ \ ©
o / \ \ €
g 200 | & \ \ 40.24 £
! <
S 180f : s {021 <
o , N s
1 \ o
160F N 1018 §
1 \
1
140 @ o o5

75



Por outro lado, para compreender melhor o efeito da concentragdo de H*
na formacao das cavidades e dos sitios de ligagdo do molde molecular na etapa de
eletropolimerizagdo do monémero de Bismarck Brown Y, foram estudados os
espectros de impedancia eletroquimica de cada eletrodo de PMI-poli(azo-Bismarck
Y)-ASH apdés a remocgao e a religacdo ASH (Figura 23). Pelos espectros de
impedancia, foi possivel notar um aumento sutil no arco capacitivo dos filmes
obtidos em meio acido quando testados na presenga de ASH. No entanto, os filmes
construidos em pH neutro e basico nao apresentou diferenga no arco capacitivo
frente a molécula de ASH, indicando a formacgao insuficiente de cavidades na
superficie do eletrodo.

Figura 23. Espectros de impedancia do plano complexo de Nyquist registrados para os eletrodos de
FTO/PMI-poli(azo-Bismarck Y) em solugdo TF 0,1 mol L-* (pH 7,3), filmes formados em diferentes

pH 2,0 (A); 3,0 (B); 4,0 (C); 5,0 (D); 7,0(E) e 9,0(F). Potencial fixo de 0,05 V vs ECS na auséncia e
na presenga de 0,5ng mL-" de ASH em atmosfera e N2. Frequéncia aplicada de 50 kHz a 0,10 Hz.
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Para alcancgar valores quantitativos dos elementos interfaciais resistivos e
capacitivos foram realizados ajustes matematicos para os modelo de circuito
equivalente apresentado na Figura 9B. O modelo de circuito equivalente utilizado
contém trés elementos resistivos, sendo uma resisténcia da solugédo (RQ), uma
resisténcia de transferéncia de carga relacionado a interface filme/solugao (Rfime) €
uma resisténcia de transferéncia de carga para a interface cavidade/eletrodo
relacionada ao comportamento do filme polimérico frente a impressao molecular de
cavidades (Rcav). Os elementos capacitivos sdo designados para a capacitancia da
dupla camada (CPEq«c) e capacitancia do polimero (CPEfime), sendo este ultimo
especifico para filmes poliméricos condutores. Para melhor compreensao dos

resultados obtidos, os dados foram organizados na Tabela 10.

Tabela 10. Parametros obtidos através dos ajustes matematicos dos espectros de Nyquist dos
filmes de PMI-poli(azo-Bismarck Y) construidos em diferentes pH baseados nos modelos da
Figura 9B. Os erros apresentados para os ajustes matematicos foram menores de 2%.

Filmes de
poli(azo Ra Rfiime Recav CPEqc Odc CPEfime | Ofiime
Bismarck Y)
pH (kQ cm?) (MF cm2 so1)
Auséncia de ASH
2,0 0,298 130 5,90 43,1 0,899 28,2 0,924
3,0 0,285 269 7,28 41,1 0,919 18,1 0,948
4,0 0,310 279 7,93 38,7 0,920 17,2 0,943
5,0 0,288 303 10,5 44,3 0,836 211 0,920
7,0 0,283 235 8,98 42,3 0,918 20,2 0,890
9,0 0,296 242 7,69 51,4 0,863 23,7 0,891
Presenca de ASH
2,0 0,292 207 10,9 42,3 0,360 271 0,877
3,0 0,280 329 11,6 40,9 0,910 17,3 0,952
4,0 0,305 342 12,5 38,7 0,915 16,2 0,940
5,0 0,269 372 15,6 42,6 0,800 19,8 0,910
7,0 0,289 259 11,2 41,2 0,906 19,5 0,887
9,0 0,292 261 8,60 49,5 0,860 22,4 0,890
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A Tabela 10 apresenta os valores de resisténcia de transferéncia de carga
para os filmes construidos em diferentes pH testados em solugdo TF a 0,1 mol L
na auséncia de na presenga de 0,5 ng mL"' da molécula de ASH. Todos os
eletrodos na presenca do molde molecular indicaram um aumento da Rfime € Rcav
como esperado pelos espectros de impedancia na Figura 23. Esse comportamento
foi estudado por Choi e colaboradores (2022), o qual correlaciona o aumento da
resisténcia de transferéncia de carga com a capacidade de reconhecimento
molecular do polimero impresso para o molde molecular. A Figura 23 representa
os dados da resisténcia de transferéncia de carga referente ao filme e a cavidade
em fungao do pH utilizado na eletropolimerizagao.
Figura 24. Dependéncia da Rfilme (eixo Y esquerdo - preto) e da Rcav (eixo Y direito — vermelho)

em potencial aplicado de 0,05 (V vs ECS) do pH na solugdo de eletropolimerizagdo do filme
molecularmente impresso de poli(azo-Bismarck Y)-ASH.
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Conforme a Figura 24, o polimero construido em pH 2,0 foi o que
apresentou melhor desempenho analitico em fungdo dos elementos resistivos. A
ampliagao da resposta eletroquimica teve influéncia direta do pH acido na formagao
da matriz polimérica. Esse comportamento, comprova a relagdo de que quanto
maior a concentragao de espécie ativa do polimero, maior a quantidade de cavidade
e sitios de ligacdo presentes no intersticio da matriz do polimero, aumentando
consequentemente a resposta do sensor no pH 2,0.

No pH 5,0 observou um aumento da variacéo resisténcia redox do polimero
e da cavidade. Esse comportamento é relatado pela magnificagdo das interagdes
eletrostatica do polimero com a proteina de ASH, uma vez que o pKa do polimero
€ de 5,6 (carregado positivamente) e o ponto isoelétrico da proteina é de 4,7
(carregado negativamente) no pH 5,0 (SUN et al., 2022; TREVIZAN et al., 2019)
Portanto, o melhor pH a ser utilizada na eletropolimerizacdo do monémero de BBY

sobre o eletrodo condutor FTO foi o de 2,0.

5.3.4. Influéncia do Potencial Aplicado

Para investigacdo e estudo do desempenho eletroquimico do filme
molecularmente impresso, foram realizadas medidas de EIE aplicando diferentes
potenciais e correlacionando com o comportamento eletroquimico do filme de PMI-
(azo Bismarck Y) estudado por voltametria ciclica (Figura 7). Na Figura 25, pode-se
observar os espectros de impedancia e as alteracbes na dimensdo do arco
capacitivo nos diferentes potenciais aplicados.

O circuito equivalente proposto para obtencao dos dados quantitativos foi
apresentado na Figura 9B, onde o mesmo circuito foi usado para modelar o
comportamento do sistema em diferentes potenciais. O circuito elétrico contém trés
elementos de resisténcia, sendo uma resisténcia da solugéo (Ra), uma resisténcia
de transferéncia de carga da interface filme/solu¢do (Rfime) € uma resisténcia de
transferéncia de carga atribuida a interface cavidade/solugdo para filme de PMI-

poli(azo Bismarck Y).
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Figura 25. Espectros de Nyquist da resposta eletroquimica do filme de PMI-poli(azo-Bismarck Y) em
solugdo TF 0,10 mol L' (N2) em um intervalo de potencial aplicado de -0,05 V to +0,45 V vs. ECS.
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A Figura 26 apresenta os valores da Rfime em solugdo TF a 0,1 mol L-1 em

funcao da variagao do potencial aplicado. No primeiro instante, analisou o potencial
de -0,05 V, abrangendo a regido de baixa condutividade (PAULSEN; FRISBIE,
2012; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2022). Nesse potencial, a rede polimérica se

encontra totalmente reduzida. Nessa conformacgao, o flme PMI-poli(azo Bismarck

Y) tem sua TT-conjugacgao azo interrompida devido a a formagao das hidrazinas pelo

processo de redugao.

Figura 26. Valores de Rfime do eletrodo de PMI-poli(azo-Bismarck Y)-ASH em funcao do potencial
aplicado em solugdo aquosa de TF 0,10 mol L.
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Analisando a regido de alta condutividade no intervalo de 0,05 até 0,25 V,
notou-se um baixo valor de Rfime, justamente por ser a regido em que ocorre 0s
processos redox do filme polimérico. No potencial de 0,25 V inicia o processo de
oxidacéao do polimero, onde estrutura azo volta com sua 1T-conjugagao, aumentando
a transferéncia eletrbnica e corroborando com o menor valor de resisténcia
transferéncia de carga (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016; TREVIZAN et al.,
2021). Apos verificar o desempenho eletroquimico do filme molecularmente
impresso, foi analisado a resposta sensorial frente a variagdo do potencial aplicado.
Para melhor compressao dos dados, se baseou-se nos elementos de resisténcia de

transferéncia de carga e de capacitancia redox.
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Figura 27. Gréfico da dependéncia do ARsfime (€ixo Y esquerdo - preto) e da ARcav (eixo Y direito —
vermelho) em fungao do potencial aplicado do sensor de PMI-poli(azo-Bismarck Y) em solugéo de
STF 0,170 mol L.
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A Figura 27 apresenta os valores de ARfime € ARcav Obtidos a partir dos
testes feitos na auséncia e na presenca de AHS. O grafico obtido demonstrou um
aumento exponencial do ARfime @ medida em que o filme foi oxidado. Esse
fendbmeno atipico é evidenciado em filmes molecularmente impresso por
biomoléculas, onde o alto peso molecular e os diferentes sitios de ligagao interferem
na Ttr-conjugagao do polimero, o que causa um aumento da resisténcia de
transferéncia de carga (RANDRIAMAHAZAKA; ASAKA, 2010; ARUNKUMAR,;
PAUL, 2017; TREVIZAN et al., 2021). Por outro lado, analisando a resposta da
segunda resisténcia relacionada no preenchimento da cavidade, notou-se um
aumento da resisténcia até o potencial de +0,05 V e posteriormente uma diminuigao

dos valores de ARcav para os potenciais subsequentes.
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No potencial de +0,05 V o polimero tem sua conformagao azo parcialmente
reduzida em hidrazina. Essa auséncia de ligagdes duplas da hidrazina torna o filme
polimérico mais flexivel, o que facilita o processo religagao entre ASH e cavidade.
Nos potencias de oxidagao nota-se uma resposta inferior, devido a formagado de um
filme 1-conjugado com ligagdes mais curtas e mais rigidas (TEIXEIRA; BARSAN;
BRETT, 2016; OLEAN-OLIVEIRA et al., 2022). Essa configuragao dificulta a menor
mobilidade da molécula de ASH nos intersticios polimérico, tendo uma menor

interagdo com o elemento de resistivo associado a cavidade.

Figura 28. Grafico da dependéncia da ACredox em fungdo do potencial aplicado do sensor de PMI-
poli(azo-Bismarck Y) em solugdo de STF 0,10 mol L.
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Afim de compreender melhor o processo relacionado ao preenchimento de
cavidade, foi analisado os dados por capacitancia redox no processo adsortivo da
albumina. As Figura 28 representam os valores de ACredox, em fungédo do potencial
aplicado para o eletrodo PMI-poli(azo-Bismarck Y). Os dados obtidos através da
capacitancia complexa indicam que processo de religacdo da ASH é mais
expressivo nos potenciais de redugao devido corroborando com os dados ARcav. Foi
observado também uma diminuigdo exponencial a medida em que a ligagao azo se
formava na rede polimérica. Sendo assim, o potencial de 0,05 V foi escolhido para
dar continuacdo das investigagbes devido ao seu melhor desempenho

eletroquimico.
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5.4. Caracterizagao Espectroscopica e Morfologica
5.4.1. Caracterizagao Morfolégica por Microscopia de Eletronica de Varredura

Para investigar a morfologia dos materiais modificados, medidas de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas para obtencdo das
imagens e caracterizagdo das superficies poliméricas. Ao decorrer das analises
buscou um comparativo entre o eletrodo sem modificagao e os eletrodos PMI e PNI.
O objetivo da analise morfolégica, era levantar indicios que corroborassem com a
proposta de um filme molecularmente impresso formado através da técnica de
eletropolimerizagao.

Baseado na Figura 29A, observou que o eletrodo de FTO sem modificacéo
apresentou um relevo liso e com pequenas falhas estruturais na deposi¢céao do 6xido
de fluor. No entanto, para os eletrodos eletropolimerizados, foi possivel notar
diferengas morfolégicas quando comparada com eletrodo de FTO sem modificagao,
inferindo a formacéo da rede polimérica e sua aderéncia na superficie do eletrodo.
Além disso, os eletrodos de PMI e PNI apresentaram superficies poliméricas
uniformes e homogéneas (TREVIZAN et al., 2021; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT,
2016). Tal morfologia foi atribuida a caracteristica intrinseca dos filmes de poli-(azo-
Bismarck Y).

Na Figura 29B notou-se a formacao de placas homogéneas na superficie
do eletrodo MIP, sendo um indicativo da presenca de albumina na rede polimérica,
uma vez que as imagens foram obtidas do eletrodo ainda sem extrair a albumina
das cavidades. Ja para o eletrodo de PNI (Figura 29C), foi observado a presencga
de aglomerados pontuais em toda a superficie do sensor, com pequenas

irregularidades.
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Figura 29. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) do eletrodo de FTO sem
modificagédo (A), dos eletrodos de PMI-poli(azo-Bismarck Y) (B) e PNI-poli(azo-Bismarck Y).
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Portanto, as imagens de MEV corroboram com a proposta de eletrossintese
de filme polimérico com impressdo molecular para biomoléculas e com os dados
obtidos da caracterizagcado por ECE, uma vez que a adigcado do molde molecular no

mesmo mondmero, ocasionou alteragbes em suas morfologias.
5.4.2. Caracterizagao por Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

O comportamento o6ptico das solugbes e dos filmes finos baseado no
poly(azo-Bismarck Y) tiveram suas propriedade investigadas pela espectroscopia
de absor¢ao no UV-Vis. Na Figura 30A s&o mostrados os espectros de UV-Vis para
a solucdo do monémero Bismarck Brown Y na presenca e na auséncia do molde
molecular de ASH, em que foi evidenciado duas bandas de absor¢ao na regidao de
213 nm e 455 nm (TAN et al., 2007; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016). A primeira
banda de absorcéo esta associada com a forma trans do mondémero, enquanto a
segunda banda esta relacionada com a forma cis do grupo azobenzeno, sendo esta
a forma predominante do monémero em solugao.

Figura 30. Espectros de absorgdo no UV-Vis para os filmes de PMI-poli(azo-Bismarck Y) e PNI-
poli(azo Bismarck Y) sobre eletrodo de FTO.
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Notou-se um aumento na intensidade no pico de absor¢éo para a solugao
contendo a proteina de ASH, devido a presenga de aminoacidos aromaticos como
triptofano, tirosina e fenilalanina e também pela albumina estar auxiliando no
processo de ressonancia do polimero a partir da interagao entre monémero-molde
(JAHANBAN-ESFAHLAN et al., 2022).

Analisando os espectros de UV-vis da Figura 30B para o PNI-poli(azo-
Bismarck Y), PMI-poli(azo-Bismarck Y)-ASH, e PMI-poli(azo-Bismarck Y) extraido,
foi observado um desdobramento da banda de 455nm (presente na solugdo) em:
403 nm (transigbes pi-pi*) e em 463nm (transi¢bes n-pi*) do polimero de BBY
formado na superficie de FTO (TAN et al., 2007; MERINO; RIBAGORDA, 2012).
Além disso, o filme PMI apds a etapa de extragao apresentou uma diminui¢cao da
absorbancia do sistema, indicando a influéncia da albumina da absortividade molar
do filme polimérico quando comparado com o filme PNI. No entanto, uma melhor
defini¢cdo entre as bandas 403 a 463 nm foi observado para o filme de PMI-poli(azo-
Bismarck Y) extraido. Isso sugere que apos a extragao, a estrutura do polimero BBY
€ mantida.

O inicio da absorgéo na regido de 600 nm esta relacionado com a transi¢cao
do orbital n-pi* do grupo azo (KIBENA et al., 2012). Ja em banda de regido de
comprimentos de ondas mais longos € evidenciado a absorcdo em 700nm
relacionado com estado polardnico do polimero (MERINO; RIBAGORDA, 2012;
TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016). As propriedades espectrais observadas
indicam a formacao de fortes interacdes intermoleculares em todos os filmes
poliméricos sintetizados. Dito isso, o0 isdbmero cis do polimero permite uma influéncia
do fator de ressonancia no sistema 1r-conjugado, o que torna a conformacéo cis
mais condutora (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016).

89



5.4.3. Caracterizagcao por Espectroscopia de Espalhamento Raman

A especiagao quimica da superficie do sensor molecularmente impresso foi
investigada pela Espectroscopia Raman. O estudo se baseou na caracterizagao
estrutural dos eletrodos de PNI-poli(azo-Bismarck Y), PMI-poli(azo-Bismarck Y)-
ASH antes da extragao e de PMI-poli(azo-Bismarck Y) apos a extragdo Para fins de
comparacao foi obtido também o espectro Raman do pé de Bismarck Brown Y. Na
Figura 31 foi apresentado os espectros dos eletrodos estudados, em que todos os
materiais apresentaram bandas semelhantes ao p6 de Bismarck Brown Y,
comprovando o processo de deposicdo do polimero na superficie do substrato
condutor de FTO.

Figura 31. Espectros de espalhamento Raman dos filmes PMI-poli(azo-Bismarck Y)-ASH (verde)
PMI-poli(azo-Bismarck Y) (vermelho), PNI-poli(azo-Bismarck Y) (preto) e do p6 de BBY(azul)
Intervalo espectral de 300 a 1700 cm™'. Laser de excitagdo 514 nm.
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As bandas caracteristicas do Bismarck Brown Y em 1379 cm™ (C-C
stretching), 1515 cm™ (N=N cis azobenzene), 1572 cm-!' (R-C-C stretching) (R =
anel benzénico) foram observadas em todos os espectros Raman (EDWARDS, et
al., 2022). No entanto, apenas os eletrodos PMI-poli(azo-Bismarck Y) sem o molde
e PNI-poli(azo-Bismarck Y apresentaram a banda em 602 cm™', a qual é atribuida
a torcdo CNNC, e associado a isomeria cis azobenzeno (EDWARDS, et al., 2022).
Esses resultados corroboram com os dados de UV-vis, confirmando a formacgao do
filme polimero molecularmente impresso utilizando a eletropolimerizagcdo como
meétodo de sintese.

Ainda, a banda em 1278 cm™' referente ao estiramento da ligagdo C-N e
comparada ao p6 de Bismarck Brown Y, foi observada com deslocamento para 1196
cm™' para o eletrodo PMI-poli(azo-Bismarck Y) extraida e para 1246 cm™ para o
eletrodo PNI-poli(azo-Bismarck Y) (EDWARDS, et al., 2022). A auséncia de picos
nessas regides para o filme PMI-poli(azo-Bismarck Y)-ASH sem extrair, fornece
indicios que a interagdo da albumina com o polimero acontece através dos grupos
nitrogenados mais interno.

A presenca do molde molecular na rede polimérica provoca deformacao,
dificultando as vibragdes do polimero nessas regides do espectro de Raman. Por
fim, foi observado um ombro em 1612 cm™' em todos os espectros, o qual esta
associado ao NH2 scissoring (EDWARDS, et al., 2022). No filme PMI-poli(azo-
Bismarck Y)-ASH sem extrair, notou-se uma baixa intensidade da banda em 1612
cm™', o que provavelmente indica deformagdes realizadas pelo molde molecular

quando interagido com o filme polimérico.
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5.5. Estudos dos parametros em solugao aquosa

5.5.1. Curva Analitica

O desempenho analitico do sensor de PMI-poli(azo-Bismarck Y)-ASH foi
investigado frente a diferentes concentracdes do marcador biologico de ASH
conduzida por meio da técnica de Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica.
Para essa etapa foi utilizado como padrao para as adi¢des uma solugao de solugéo
TF contendo 0,50 yg mL"' de ASH com pH 7,3 (25°C) em atmosfera de nitrogénio
saturado.

A abordagem utilizada para constru¢do da curva analitica foi baseada nos
valores de capacitancia real (C’) e imaginaria (C”) do sistema. Essa perspectiva de
analise permitiu uma visualizagao mais clara dos fendbmenos no preenchimento da
cavidade e no carregamento do filme molecularmente impresso em funcdo da
variagdo da concentragdo da ASH. As Figura 32A e 32B apresentam os espectros

de capacitancia imaginaria e real com énfase na baixa frequéncia.

As curvas analiticas sao representadas na Figura 32C e Figura 32D,
indicando uma relagdo linear da capacitancia real e imaginaria em funcédo da
concentracdo de ASH. A faixa de concentracido de ASH para parametros reais e
imaginarios foi de 0,25 a 1,5 ng mL-' com uma sensibilidade de resposta de 0,1275
uF mL cm?ng™ (r=0,995) e 0,1407 uF mL cm2 ng™ (r=0,993). Para concentracbes
superiores a 1,5 ng mL-1 ocorre um desvio da linearidade, o que pode ser atribuido
a saturacdo das cavidades impressas disponiveis na superficie do eletrodo

modificado.

92



Figura 32. Espectros da impedancia de Bode para capacitancia real (A) e imaginaria (B) em
diferentes concentracdes de ASH. Curvas analiticas para diferentes concentragdes de ASH
obtidas em 0,10 Hz para capacitancia real imaginaria (C) e (D). N = 3.
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Foi observado maiores variagbes na resposta do sensor de PMI-poli(azo-
Bismarck Y) para os dados de capacitancia imaginaria, apresentando uma maior
sensibilidade no reconhecimento molecular da ASH comparado com os dados reais
de capacitancia. O limite detec¢do do sensor foi calculado usando a relacéo
de 3S/m, onde S € o desvio padrdo do branco e m é a sensibilidade (ou seja, a
inclinagao da curva de calibragao). Os valores de LD para ASH foram encontrados
em 0,24 ng mL™" para capacitancia real e 0,22 ng mL"' capacitancia imaginaria,

respectivamente.

Buscou-se comparar os parametros analiticos (intervalo de resposta e limite
deteccao) com diferentes trabalhos relatados na literatura (Tabela 11). Assim, foi
possivel verificar que o filme polimérico molecularmente impresso demonstrou
desempenho analitico satisfatorio, uma vez que apresentou limite deteccdo menor

que os trabalhos da literatura.

Tabela 11. ParAmetros analiticos de diferentes plataformas sensoriais para albumina sérica humana.

Referéncia Limite Deteccao Faixa linear Técnica
ng mL-" Eletroquimica
STANKOVIC et al., 2020 1,55 2,5a 500 pug mL! Amperiométrico
CHAO et al., 2021 250 0,02 a 0,38 mg mL-" Fluorescéncia
ZHENG et al., 2018 123 0,01 a 1,00 mg mL" Fluorescéncia
Presente Trabalho 0,22 0,25a1,5ng mL" ECE
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5.5.2. Afinidade de ligagao entre Albumina Sérica Humana e cavidade

Uma vez realizada a otimizagdo do sensor, a afinidade de ligacdo da
albumina com o polimero molecularmente impresso foi investigada pelo modelo de
adsorgao de Langmuir (KOR; ZAREI, 2016; NISHITANI; SAKATA, 2018; TREVIZAN
et al., 2021). Sendo assim, a constante de afinidade de ligagdo (K d) pode ser

calculada a partir da Equacéo 5.

[ASH] _ [ASH] 1
AR Rm KdRm

(5)

onde A R corresponde ao inverso da capacitancia redox (1/ Cr) do
sistema, Rm €& o sinal maximo e [ASH] é a concentracdo de albumina sérica
humana. Sendo assim, o grafico de [ASH] x C r versus [ASH] (Figura 33) segue o
comportamento de uma equacao da reta, fornecendo dados dos coeficientes linear
e angular para a linha gerada de 1/( KiRm ) e 1/ Rm . A constante de afinidade de
ligagdo foi de 0,267 | ngl ~' (R? = 0,999) para o complexo poli(azo-Bismarck Y)-ASH,
concordando com os valores esperados para sensores molecularmente impresso.

Figura 33. Relagao Linear de [ASH]xCr versus [ASH]. Forma de isoterma de Langmuir usada para
0 complexo poli(azo Bismarck Y)-ASH.

30

25

20 -

15 |

10

[ASH]*Cr(ng mL™" uF cm?)

0 1 1 1 1 1 1
05 10 15 20 25 3.0

[ASH]/ ng mL™

95


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/langmuir-adsorption
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/langmuir-adsorption

5.5.3. Estudo de Seletividade

O reconhecimento molecular do sensor PMI € um dos parametros mais
importantes para examinar a eficacia do processo de impressao. O estudo de
seletividade foi investigado com espécies concomitantes que podem atuar como
interferentes em fluidos biolégicos, como hemoglobina (Hb), glicose oxidase(GOx),
albumina sérica bovina (BSA), ureia, glicose (Glc), L-ornitina (Orn), L-tirosina (Tyr),
L-histidina (His), L-cisteina (Cys) e Triptofano (Trp).

Para testar a seletividade do sensor, o eletrodo de PMI-poli(azo-Bismarck
Y) foi testado na presenca dos interferentes com uma concentracédo 1000 vezes
maior que a da molécula de ASH. Os resultados foram monitorados a partir dos
valores de Credox do sistema. Para o célculo da resposta relativa considerou a razao
entre o sinal do interferente (Si) e o sinal da molécula de ASH (SasH). A Figura 34
apresenta a resposta relativa do sensor PMI em fungao dos diferentes interferentes

estudados.

Figura 34. Resposta relativa (Si/ Sasn) do sensor de PMI-poli(azo-Bismarck Y) em fungédo de
diferentes analitos. As medidas foram conduzidas em solugéo TF (pH=7,3) em meio desareado.
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Baseado na Figura 34, o dispositivo apresentou valores de interferéncia
abaixo de 5% para moléculas que sdo comuns em analises clinica como glicose,
aminoacidos, ureia e a enzima glicose oxidase. A albumina de origem bovina (BSA)
demonstrou perturbar a resposta total do sistema em uma interferéncia de 8%. A
molécula de BSA e ASH, apesar de serem estruturalmente semelhantes, a etapa
de complexacao na construgado do sensor, demonstrou ser eficaz na formacao de
interacdes especificas com grupos funcionais existentes apenas na molécula de
ASH.

No entanto, para a hemoglobina os valores de interferéncia foram
significativos, acima de 15%. Tal interferéncia ja era esperado, uma vez que ambas
moléculas de Hb e ASH apresentam propriedades de adsorgao e ocupacgao de sitios
ativos presente na interface polimero/solucgao.

Visto isso, para uma possivel aplicagdo do sensor em amostra real, sera
necessario um tratamento da amostra para retirada da hemoglobina em solugéo.
Um dos métodos mais comuns na separagao de proteinas é a eletroforese em gel,
uma vez que se baseia na mobilidade das macromoléculas carregadas e de um
campo elétrico aplicado (CHU, et al., 2009).

Portanto, foi possivel concluir que o sensor é seletivo para maioria das
moléculas estudadas. Foi comprovado a formacao de cavidades especificas para
ASH quando comparada com a molécula de BSA que possui estruturas similar.
Além disso, o sensor apresentou um bom reconhecimento molecular para ser

aplicado em amostras reais.
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5.5.4. Estudo de Reprodutibilidade e Estabilidade

A reprodutibilidade e estabilidade do sensor de PMI-poli(azo-Bismarck Y)
foi investigada a partir imersdo do sensor em uma solugdo de ASH a 0,5ng mL"’
para a realizagcdo do processo de religacdo. A resposta de cada eletrodo foi
monitorada através da EIE. A reprodutibilidade foi investigada utilizando sete
eletrodos de PMI eletropolimerizados em distintos substratos de FTO, apresentando
um desvio padrao de 8,98%. A estabilidade do sensor foi avaliada utilizando um
unico eletrodo de PMI-poli(azo-Bismarck Y) durante um periodo de 14 dias, o qual
apresentou um desvio padrao de 9,81%.

Os valores de reprodutibilidade a estabilidade apresentada para o filme
molecularmente impresso aumentam a confiabilidade dos resultados analiticos
apresentados. Esses resultados demonstram a possibilidade de aplicagdo do

sensor de PMI-poli(azo-Bismarck Y) na deteccdo de ASH em fluidos bioldgicos.
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6. CONCLUSAO

Por meio da técnica de eletropolimerizagao, foi possivel obter a formagéao
de um filme polimérico molecularmente impresso baseado no mondmero Bismarck
Brown Y utilizando a albumina sérica humana como molde molecular.

Ao realizar as investigagdes comparativas utilizando a Espectroscopia de
Impedancia/ Capacitancia Eletroquimica foi observado que o filme PMI-poli(azo-
Bismarck Y) obteve um melhor desempenho eletroquimico quando comparado com
o filme sem impress&do molecular. Foi observado uma resisténcia especifica da
cavidade para albumina como caracteristica intrinseca do filme molecularmente
impresso e um aumento nos valores de resisténcia de transferéncia de carga

quando testado na presencga de albumina.

Além disso, foi estudado o comportamento adsortivo da proteina de ASH no
processo de carregamento/ descarregamento dos filmes e no preenchimento das
cavidades com o molde molecular. Ainda nisso, o flme com impressdo molecular
apresentou uma adsor¢ao de moléculas de albumina superior em comparagao ao
filme sem impressdo molecular, reafirmando a presenca de cavidades na rede
polimérica do filme PMI-poli(azo-Bismarck Y) e corroborando com os dados de EIE.

Pelos estudos eletroquimicos, caracterizacbes morfolégicas e de
especiacao quimica, foi confirmada a presenca de cavidades e alteragbes
morfolégica quando a albumina esta presente na etapa de eletropolimerizagao.
Através da espectroscopia de Raman, foi confirmada que a interagao da albumina
com o filme polimérico acontece através os grupos nitrogenados mais interno do
polimero. Maiores estudos serdo conduzidos para maiores esclarecimentos.

Dessa maneira, foi possivel realizar a otimizagdo do sensor molecularmente
impresso, e através de medidas de espectroscopia de capacitancia eletroquimica,
foi construida uma curva analitica com valores de limite detec¢do e quantificagao
adequados para a aplicacdo do sensor em fluidos bioldgicos. O sensor também

demonstrou ser seletivo para moléculas menores e com estrutura e forma similar.
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