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biomoléculas por meio da reacdo da carbodiimida, além de uma atividade fotocatalitica que possibilita o
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ELETRODO, METODO DE PREPARO DO ELETRODO, BIOSSENSOR E USO DO
BIOSSENSOR

CAMPO DA INVENCAO

[01] A presente invencdo se insere no campo da eletroguimica. Mais
especificamente, a presente invencao é relacionada a um dispositivo de deteccdo
fotoeletroquimico miniaturizado com alto grau de sensibilidade.

FUNDAMENTOS DA INVENQAO

[02] Para analises clinicas e ambientais, ha requisitos rigorosos, incluindo a
necessidade de dispositivos sensores de alta sensibilidade e especificidade, uma vez
gue devem ser capazes de detectar seletivamente concentracfes de moléculas muito
baixas. A deteccao fotoeletroquimica pode atender a esses requisitos porque a fonte
de luz de excitacao e o sinal elétrico de saida sao separados, permitindo assim um
sinal de fundo muito pequeno e, consequentemente, um baixo limite de detecgdo. No
entanto, o emprego de sensores fotoeletroquimicos em pontos de atendimento
distantes de grandes centros urbanos é muito dificil ou mesmo inviavel pois tais
dispositivos tipicamente empregam fontes de irradiacdo grandes e de alta poténcia
(100-500 W), além de um sistema Arduino. Estas caracteristicas tornam tais sistemas
grandes, pesados e de dificil manejo, implicando em uma dificuldade substancial de
leva-los até comunidades mais isoladas.

ESTADO DA TECNICA

[03] O artigo “A portable system for photoelectrochemical detection of lactate

on TiO2 nanoparticles and [Ni(salen)] polymeric film”, de Bott-Neto et al, publicado em
30/06/2021, revela um sistema fotoeletroquimico portéatil desenvolvido com eletrodos
de carbono serigrafados (SPCEs) e um diodo emissor de luz (LED) de 3 W. O
dispositivo com estrutura impressa em 3D foi aplicado para deteccéao de lactato em
nanoparticulas de TiO2 modificadas com filme de polimero [Ni(salen)] (referido como
TiO2@poli[Ni(salen)]). O revestimento do eletrodo com o polimero aumentou a
sensibilidade do sensor fotoeletroquimico, resultando em uma faixa linear de 0,1 a 20
mmol Lt com um limite de detec¢éo (LOD) de 88 umol L. O sistema de deteccgéo

exibiu excelente estabilidade, reprodutibilidade e seletividade. Também foi
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demonstrado por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) in situ que o dioxido de carbono (CO2) é o principal produto da
fotoeletrooxidacdo de lactato sobre TiO2@poli[Ni(salen)]. O sistema portatil pode ser
empregado com qualquer tipo de eletrodos modificados para funcionar como
(bio)sensores fotoeletroanaliticos, especialmente para diagndsticos no local de
atendimento.

[04] De forma resumida, Bott-Neto et al (2021) descrevem a construcéo de
um dispositivo fotoeletroquimico portatil e compativel com eletrodos impressos que
possibilita a realizacdo de medidas fotoeletroguimicas dentro do campo de sensores
e biossensores fotoeletroquimico. Contudo, a diferenca fundamental entre o
dispositivo descrito na anterioridade e a presente invencdo é o eletrodo (sensor)
desenvolvido. No artigo de Bott-Neto et al foi desenvolvido um sensor
fotoeletroquimico operando sob irradiacao de luz ultravioleta a base de TiO2 e um filme
polimérico de Ni-salen. Tal sensor foi desenvolvido para a deteccédo direta e seletiva
de lactato.

[05] Por outro lado, a tecnologia a ser protegida pela presente invencao
refere-se a construcdo de uma plataforma fotoeletroquimica operando sob irradiacéo
por luz visivel para a posterior constru¢éo de biossensores eletroquimicos, tais como
imunossensores, genossensores, etc. Esta plataforma € composta por nanoparticulas
de TiO2 revestidas com niquel-nitrete de carbono grafitico (Ni-gCsNa4/TiO2) e
funcionalizadas com sal de aril diazénio preparado a partir do acido p-aminobenzoico.
A insercdo dos dois ultimos componentes melhora o desempenho fotocatalitico de
TiO2 na regido do visivel, necessario para o bom funcionamento do sensor. Além
disso, a eletrodeposicéo seletiva do sal diazénio obtido a partir do p-aminobenzoico,
garantiu que os grupos carboxilicos ficassem acessiveis para a posterior imobilizacao
de biomoléculas de reconhecimento (por exemplo anticorpos e enzimas).

[06] O documento de patente US8389696 B2, intitulado “Polymerizable
diazonium salts, process for the preparation thereof and uses thereof”, publicado em
22/06/2010, refere-se a uma fotoconversao realizada por meio de complexos

metalicos que se ligam a nanoparticulas de TiO2, SnO2, ZnO ou ZrO2 em que a
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funcionalizacdo eletroquimica com sais de diazbnio permite obter polimeros
enxertados na superficie, geralmente de silicio. Foi realizada usando sais de diazénio
comerciais que sao tetrafluoroborato de 4-nitrofenildiazénio ou tetrafluoroborato de 4-
bromofenildiazénio, e em que este método nunca foi descrito para a modificacao de
semicondutores de banda larga como TiO2, ZnO, SnO e ZrO2. Conforme reportado
pelos autores, a quantidade de tipos de sais de aril diazonio disponivel é limitada, pois
muitos sao instaveis a temperatura ambiente e dificeis de isolar (coluna 2, linhas 65-
67). Além disso, cada tipo de sal fornecera certamente filmes poliméricos de diferentes
morfologias e com distintas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo,
diferentes valores de condutividade, capacidade e faixa de absorcéo de luz.

[07] Na presente invencdo, como sera explicado em detalhes adiante, é
usado o acido benzoico diazénio para funcionalizar o sensor. Este é preparado a partir
da dissolucdo do p-aminobenzoico &cido em solucdo de acido cloridrico. Entédo, o
eletrodo modificado de nanoparticulas de TiO2 revestidas com niquel-nitreto de
carbono grafitico (Ni-gCsN4/TiO2) foi imerso nesta solugédo para prosseguir com a
eletrodeposicdo de moléculas individuais de &cido benzoico sobre o eletrodo.
Diferente do documento US8389696 B2, no qual a intensidade de fotocorrente é muito
baixa e ruidosa, o que inviabiliza a constru¢do de biossensores fotoeletroquimicos.
Por outro lado, a combinacédo dos elementos presente na invencdo resulta em um
sistema com alta performance sob irradiacdo de luz visivel, possibilitando entdo a
construcdo de biossensores fotoeletroquimicos. Isso foi possivel, pois enquanto o
composito Ni-gCsN4/TiO2 exibe uma aumentada intensidade de fotocorrente em 1,6
vezes comparado ao TiO2, a funcionalizacdo de Ni-gCsN4/TiO2 resultou em um
sistema 3,1 vezes mais fotoeletroativo em relagéo ao TiO2 puro.

[08] Mesmo uma combinacdo entre os documentos de anterioridade
mencionados, Bott-Neto et al e US8389696 B2 ndo levaria a construgcdo de um
sistema de biossensoriamento fotoeletroquimico para a deteccdo de baixas
concentracdes de biomarcadores tumorais, como é o caso do PSA (Prostate-Specific
Antigen, cancer de prostata), CA15-3 (cancer antigen 15-3, cancer de mama) e outros

pois, em US8389696 B2, € proposto a preparacao de filmes polimeros a base de sal

Petic&io 870230024236, de 22/03/2023, péag. 27/69



4/27

de aril diazbnio que ndo exibem uma fotoatividade adequada para a preparacao de
biossensores fotoeletroquimicos.

[09] Dessa forma, ndo ha no estado da técnica um dispositivo de
biossensoriamento fotoeletroquimico de baixa poténcia, portatil, de alta eficiéncia e
confiabilidade e de facil utilizagéo.

SUMARIO DA INVENCAO

[010] A presente invencdo revela em um primeiro aspecto, um eletrodo
impresso revestido com um nanocomposito fotossensivel e sal de aril diazénio,
particularmente em que o nanocomposito € constituido por atomos de niquel
ancorados em nitreto de carbono grafitico e nanoparticulas de diéxido de titanio. Tal
eletrodo € altamente sensivel na deteccdo de biomarcadores com o uso de elementos
de reconhecimento biolégico (por exemplo, enzimas, anticorpos, oligonucleotideos)
quando exposto a luz, por exemplo, a luz de um diodo emissor de luz (LED) de baixa
poténcia (1-3 W).

[011] Em um segundo aspecto da presente invencdo, é revelado um
dispositivo biossensor que utiliza o eletrodo impresso descrito no primeiro aspecto.
Este dispositivo € portétil, de simples manuseio e de baixo custo para fazer analises
quantitativas ou qualitativas descentralizadas, além de permitir a deteccdo de
importantes biomarcadores com o uso de elementos de reconhecimento bioldgico (por
exemplo, enzimas, anticorpos, oligonucleotideos). Este dispositivo pode ser utilizado
no monitoramento da saude de pacientes, além de permitir andlises de interesse
ambiental, sendo passivel de emprego em consultérios médicos, no campo e em
qualquer outro local de analise.

[012] Em um terceiro aspecto da presente invencdo, é revelado o uso do
dispositivo descrito no segundo aspecto na deteccéo de antigeno prostatico especifico
(PSA).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[013] A presente invengdo passara a ser descrita a seguir com referéncia as
suas concretizacdes tipicas e também com referéncia aos desenhos apensos, nos

quais:
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[014] A figura 1 é uma representagdo de uma estrutura genérica de um (a)
alcanotiol e de um (b) sal de aril diazénio de acordo com a presente invencao;

[015] Afigura 2 é uma representacdo de um procedimento de preparacéao dos
imunossensores PEC de acordo com a presente invencao;

[016] A figura 3 é uma representacdo de um sistema portétil usado em
experimentos de PEC de acordo com a presente invencgao;

[017] A figura 4 € uma representacdo da preparacdo do Ni-gCsNs e as
principais unidades e grupos funcionais que formam nitretos de carbono poliméricos
a base de heptazina de acordo com a presente invencao;

[018] Afigura5 é uma representacdo de padrées de XRD do TiO2, gCsN4 e Ni-
gCsNa4 de acordo com a presente invencao;

[019] A figura 6 € uma representacao de espectros de FTIR de (i) TiOz, (ii)
9gC3Na, (iii) Ni-gCsNa4 e (iv) Niwo-gC3sN4/TiO2 de acordo com a presente invengao;

[020] A figura 7 é uma representacdo do espectro de FTIR do gCsN4 e Ni-
gCsN4 de acordo com a presente invengao;

[021] A figura 8 é uma representacdo dos espectros de XPS de varredura
ampla do (a) gCsNa4, (b) Ni-gCsNa4, (c) TiO2 e (d) Niwo-gCsN4/TiO2 de acordo com a
presente invencgao;

[022] A figura 9 € uma representacao dos espectros de XPS de alta resolugéo
desconvoluidos do C 1s para (a) gCsN4 e (b) Ni-gCsNa4, do N 1s para (c) gCsN4 e (d)
Ni-gCsNa4, Ti 2p para (e) TiO2, e (f) Niw-gCsN4/TiO2 de acordo com a presente
invencao;

[023] A figura 10 € uma representacdo de imagens de TEM do (a), (b), (c) Ni-
gCsNa e (d), (e), (f) Ni1o-gCsN4/TiO2, e de imagens de mapeamento do Ni-gCsN4 para
(b) Ni, (c) N e de mapeamento de Niio-gCsNa4/TiO2 para (e) Ti, (f) Ni de acordo com a
presente invencgao;

[024] A figura 11 é uma representagdo de um grafico de Kubelka-Munk (F(r))
de acordo com a presente invencao;

[025] A figura 12 é uma representacdo de um gréafico de Tauc do (F(r)hv)Y?2

versus energia do foton para diferentes amostras de acordo com a presente invencao;
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[026] A figura 13 é uma representacdo de curvas transientes de fotocorrente
para (i) TiO2, (ii) gCsNa/TiO2, (iii) Nio-gCsN4/TiO2 e (iv) Amb/Niio-gC3N4/TiO2
recordadas em solucéao de PBS (pH 7,4) com 0,1 M de AAa 0V (vs. OCP) de acordo
com a presente invengao;

[027] A figura 14 é uma representacdo de espectros de EIS para 0s mesmos
materiais e condi¢es da figura 13;

[028] A figura 15 é uma representacdo de voltamogramas ciclicos a 50 mV s
para os eletrodos de TiO2, gCsNa4/TiO2, Ni1o-gC3N4/TiO2 obtidos em 0,1 M de KCIl com
5,0 mM de [Fe(CN)g]*”* para os mesmos materiais e condicdes da figura 13;

[029] Afigura 16 € uma representacdo de um grafico de Mott-Schottky para os
mesmos materiais e condi¢des da figura 13;

[030] A figura 17 € uma representacdo de espectros de EIS medidos em 0,1
M de KCI contendo 5,0 mM de [Fe(CN)e]*/3 de acordo com a presente invencao;

[031] A figura 18 é uma representacdo de voltamogramas ciclicos a 50 mV s
de gCsN4 e Ni-gCaN4 medidos em 0,1 M de KCl contendo 5,0 mM de [Fe(CN)s]*"* de
acordo com a presente invencao;

[032] Afigura 19 é uma representacdo do mecanismo de fotodeteccao de PSA
sobre o fotocatalisador Amb/Nii10-gC3sN4/TiO2 sob irradiacdo de luz LED visivel de
acordo com a presente invencao;

[033] A figura 20 € uma representacao da resposta PEC na presenca de 0,1
M de AA para TiO2 a diferentes concentra¢cdes em solucdo de PBS (pH 7,4) a0 V (vs.
OCP) de acordo com a presente invencao;

[034] A figura 21 € uma representacdo da resposta PEC na presenca de 0,1
M de AA para eletrodos com Nix-gC3N4/TiO2 em solucao de PBS (pH 7,4) a 0 V (vs.
OCP) de acordo com a presente invencgao;

[035] Afigura 22 € uma representacdo da resposta PEC para Niiwo-gC3sNa4/TiO2
em diferentes condi¢bes em solucéo de PBS (pH 7,4) a 0 V (vs. OCP) de acordo com

a presente invencao;
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[036] A figura 23 é uma representagcdo da fotocorrente de Amb/Niio-
gC3N4/TiO2 para 1200 s com 0,1 M de AA em solugéo de PBS (pH 7,4) a0V (vs. OCP)
de acordo com a presente invencao;

[037] A figura 24 € uma representacdo dos espectros de EIS registrados em
solugédo de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de [Fe(CN)e]*/®- de acordo com a presente
invencao;

[038] A figura 25 é uma representacdo da resposta PEC do imunossensor
obtido em solucdo de PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de AA a 0 V (vs. OCP) sob
irradiacdo de luz LED visivel de acordo com a presente invencao;

[039] A figura 26 é uma representacdo da curva analitica para concentracdes
crescentes de 1018 a 108 g mL* de acordo com a presente invencao;

[040] A figura 27 é uma representacao da estabilidade e reprodutibilidade do
imunossensor PEC em 10° g mL* de PSA de acordo com a presente invencao;

[041] A figura 28 é uma representacao da seletividade do imunossensor PEC
em solucéo de PBS contendo 0,1 M de AA a0V (vs. OCP) sob irradiacédo de luz LED
visivel de acordo com a presente invencao;

[042] Afigura 29 é uma representacédo de valores de recuperacao de PSA para
os imunossensores PEC incubados em solucéo de PBS contendo 0,1 M de AAaOQOV
(vs. OCP) sob irradiacdo de luz LED visivel de acordo com a presente invencao;

[043] A figura 30 € uma representacdo explodida do sistema fotoeletroquimico
de acordo com a presente invencao;

[044] A figura 31 é uma representacao fechada do sistema fotoeletroquimico
de acordo com a presente invengao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[045] Modalidades especificas da presente divulgacdo séo descritas abaixo.
Em um esfor¢o para fornecer uma descrigcao concisa dessas modalidades, todos os
recursos de uma implementacédo real podem néo ser descritos no relatério descritivo.
Deve ser apreciado que no desenvolvimento de qualquer implementacéo real, como
em qualquer projeto de engenharia ou design, inUmeras decisdes especificas de

implementacdo devem ser feitas para atingir os objetivos especificos dos
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desenvolvedores, como conformidade com restricbes relacionadas ao sistema e
negocios, que pode variar de uma implementacéo para outra. Além disso, deve ser
apreciado que tal esforco de desenvolvimento pode ser complexo e demorado, mas
seria, no entanto, um empreendimento de rotina de design, e fabricacéo para aqueles
de habilidade comum tendo o beneficio desta divulgagéo.

[046] Um primeiro aspecto da invencéo € relacionado a um eletrodo impresso
modificado com um material fotoativo. Ao entrar em contato com uma amostra e sendo
banhado por uma luz adequada, o eletrodo pode reagir com o analito de interesse,
gerando uma fotocorrente. Isto pode indicar a presenca de uma certa substancia na
amostra. Esta técnica € comumente utilizada no estado da técnica para auxiliar a
deteccdo, por exemplo, de certos tipos de células cancerigenas.

[047] De acordo com a presente invencdo, o referido eletrodo €
preferencialmente fabricado a partir da técnica de serigrafia utilizando uma tinta
condutora de carbono, embora esta ndo seja o Unico tipo de tinta e a Unica maneira
de fabricacéo possivel. O eletrodo é revestido com um nanocompdsito fotossensivel,
constituido por atomos de niquel ancorados em nitreto de carbono grafitico,
nanoparticulas de diéxido de titdnio, e um sal de aril diaz6nio. O sal de aril diazbnio
atua para fornecer grupos carboxilicos para ancorar biomoléculas e como agente
amplificador da resposta de fotocorrente. A combinagéo destes materiais resultou em
um eletrodo com atividade fotoeletrocatalitica e com alta sensibilidade. Detalhes da
obtencéo deste fotocatalisador serdo fornecidos a seguir.

[048] A deteccdo fotoeletroquimica (PEC, photoelectrochemical) € uma
maneira analitica recente e de rapido desenvolvimento para detectar moléculas, cujos
principios de trabalho envolvem as seguintes etapas: (i) um material fotoativo é
irradiado com luz, promovendo elétrons da banda de valéncia (VB, valence band) para
a banda de conducéo (CB, conduction band); (ii) elétrons ou buracos migram para a
superficie do eletrodo na interface com o eletrélito, produzindo uma fotocorrente; (iii)
analitos alvo interagem com o eletrodo, afetando a separacdo de cargas e/ou o
processo de migracao, alterando assim a fotocorrente gerada. Como a fonte de luz de

excitacdo e o sinal elétrico de saida sdo separados, o sinal de fundo exibido pelos
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sensores PEC é muito pequeno e o limite de deteccdo pode atingir um nivel muito
baixo.

[049] Os sensores PEC podem ser anddicos ou catodicos, dependendo se
semicondutores tipo n ou tipo p sdo usados, respectivamente. Para sensores
anaodicos, o analito atua como um doador de elétrons para os buracos fotogerados, e
os elétrons fotogerados sdo transferidos para o circuito externo, sob um potencial
aplicado. Os sensores catddicos PEC operam de maneira contraria. A maioria dos
sensores fotoeletroquimicos, incluindo imunossensores, genossensores e
aptassensores, usam grandes fontes de irradiacdo de alta poténcia (100 a 500 W), o
gue impede sua miniaturizacdo e dificulta seu uso em locais distantes de grandes
centros urbanos. Como pequenos diodos emissores de luz (LEDs) oferecem baixa
energia de irradiacdo, emprega-los em dispositivos PEC de alto desempenho requer
materiais com alta atividade fotocatalitica.

[050] O semicondutor tipo n TiO2 é um candidato a tal material devido ao seu
baixo custo, forte absorcéo de luz e inércia quimica, mas € limitado por causa de sua
rapida recombinacdo de portadores de carga fotogerados. Materiais com niveis de
energia favoraveis a separacdo de carga podem acelerar a transferéncia de elétrons
em reacOes PEC. Por exemplo, materiais a base de niquel (Ni) aumentam a atividade
fotocatalitica e a estabilidade dos semicondutores. Além disso, a dopagem com Ni
pode promover a absorcdo de luz pela introducdo de estados de Ni 3D na lacuna,
melhorando também a atividade fotocatalitica. Compdsitos com nanoparticulas de
TiOz2 e filmes poliméricos sdo usados em sensores e biossensores fotoeletroquimicos
pois suas estruturas porosas podem facilitar a penetracdo da luz e aumentar a
intensidade coletada pelo fotoeletrocatalisador devido a mdultiplas reflexdes.

[051] Dentre as estratégias disponiveis para a funcionalizacdo da superficie
do eletrodo de modo a possibilitar a imobilizacdo de um elemento de
biorreconhecimento via ligacdo covalente, destacam-se o uso de monocamadas
automontadas (SAMs, self-assembled monolayers) com alcanotidis e a reducdo de
sais de aril diazénio, como visto na Figura 1, com a estrutura genérica de um alcanotiol

em seu quadro a) e com a estrutura genérica de um sal de aril diazénio em seu quadro
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b). R é o grupo funcional carboxilico ou amina. A funcionalizacdo de superficies
metalicas como de ouro, platina, cobre e prata com SAMs a base de alcanotiois,
dissulfetos dialquil e sulfetos € uma pratica comum. A formacéo de SAM é geralmente
alcancada imergindo o substrato metalico limpo em uma solucao diluida de um tiol
desejado, ao qual as funcionalidades do tiol adsorvem quimicamente sobre o metal,
formando espontaneamente ligagdes S-metal. A natureza automontada da
monocamada surge devido ao efeito hidrofébico que impulsiona o alinhamento vertical
espontaneo das estruturas de alcano, produzindo uma camada ordenada. A
metodologia de reducdo de sais de aril diazbnio € teoricamente aplicavel a
funcionalizacéo covalente de qualquer superficie condutora. A funcionaliza¢éo ocorre
por meio da formagdo redutiva de um radical aril que, posteriormente, ataca a
superficie do eletrodo; sendo assim, € um processo eletroquimicamente controlavel.
A maior limitag&o para o uso de sistemas SAM e de sais de aril diazbnio em aplica¢des
eletroquimicas é que eles séo estaveis apenas em um intervalo limitado de potencial.

[052] Com base nas considera¢des acima, os inventores desenvolveram um
eletrodo com atividade fotoeletroquimica melhorada por meio da utilizacdo de sal de
aril diazénio. Conforme serd visto, este diferencial tem o efeito técnico de tornar o
eletrodo com atividade fotoeletroquimica muito mais sensivel do que os ja conhecidos,
permitindo fontes de luz e, consequentemente, de poténcia, muito menores que as
normalmente utilizadas. O eletrodo com atividade fotoeletroquimica de acordo com a
presente invencao é sensivel o bastante para realizar deteccao de certas substancias
sob uma fonte de luz, por exemplo, sob a luz de um LED da ordem de 1-3 W de
poténcia. Os eletrodos fotossensiveis convencionais necessitam de uma fonte de luz
de poténcia da ordem de 100-500 W.

[053] Sera descrito a seguir um método preferencial de obtencdo de um
eletrodo biossensor de acordo com a presente invencdo. Neste método preferencial,
sao utilizados atomos de niquel ancorados em nitreto de carbono grafitico (Ni-gCsaNa)
e nanoparticulas de diéxido de titanio (TiOz). No entanto, estas caracteristicas ndo sdo
limitativas. Outras particulas fotossensiveis (vanadato de bismuto (BiVOa4), 0xido de

zinco (Zn0O), sulfeto de cadmio (CdS) e outras técnicas de ancoragem (eletroforese,
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eletrodeposicao, layer-by-layer) podem ser utilizadas sem se afastar do escopo da
presente invencao.
[054] Exemplo de concretizacao

1. Preparacao de uma plataforma de deteccdo Ni-gCzNa/TiO2

[055] Uma quantidade de 1,0 a 3,0 de melamina, preferencialmente 1,0 g, €
macerada com 10,0 g de NacCl e transferida para um cadinho de porcelana com tampa.
O sistema é aquecido entre 500 e 700 °C por 4h, preferencialmente a 600 °C (5 °C
min~1), em um forno sob atmosfera de ar e deixado resfriar até a temperatura
ambiente. Um produto de coloracdo amarela é obtido e retirado do cadinho e disperso
em uma quantidade de agua suficiente para a solubilizacdo completa do material,
preferencialmente 100,0 mL de agua, e entdo centrifugado entre 7.000 e 11.000 rpm
por entre 5 e 30 minutos, preferencialmente a 10.000 rpm por 15 minutos. O
procedimento de disperséo e centrifugacdo € repetido pelo menos mais quatro vezes,
preferencialmente mais seis vezes. Em seguida, o material é seco preferencialmente
a 60 °C por 24 horas, ou, alternativamente, a vacuo a 50 °C por 12h, ou até obtencéo
da secagem completa.

[056] Ions de niquel s&o entdo introduzidos na estrutura gCsN4 pelo método
de troca catibnica. Para isso, 0,1 g de gCsN4 em 2,0 mL de &gua é esfoliado em banho
ultrassonico por 10 min. Em seguida, 0,4 g de NiCl2.6H20 sé&o dissolvidos em 2,0 mL
de agua, de forma que a proporcao entre os componentes 0,1 g de gCsN4 e de
NiCl2.6H20 seja no minimo 1:1 (molar). Ambas as solu¢des sdo misturadas e mantidas
sob agitacdo por 24 h ou até que o niquel seja incorporado no nitreto de carbono
grafitico. O material é entdo lavado por centrifugacéo e seco preferencialmente a 60°C
por 12 horas, ou, alternativamente, a vacuo a 50 °C por 12h, ou até obtencdo da
secagem completa. Por fim, compasitos Nix-gCsNa4/TiO2 (x = 3, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70% em peso de Ni-gCsN4 em TiO2) sdo preparados por adsorc¢ao. Aliquotas de 5,0
mL de solugdes contendo 2,0 mg mL~* de TiO2 e quantidades apropriadas de Ni-gCaN4
sdo preparadas, especificamente, as aliquotas contém 0,3, 1,1, 2,5, 4,3, 6,7, 10, 15,
ou 23,3 mg que equivalem respectivamente a 3, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70% de Ni-

gCsN4 em relacao TiO2. Outras combinacdes e quantidades podem ser possiveis para
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as aliquotas sem se afastar do escopo aqui descrito. Por exemplo, € possivel que
todas as aliquotas sejam preparadas com 10% de Ni-gCsN4 em relacdo TiO2. O
material € entdo mantido sob agitacao preferencialmente por 24h e seco a 60 °C, ou
a vacuo a 50 °C por 12h, ou até obtencao da secagem completa.

[057] Em seguida, eletrodos sdo modificados via método drop casting como ja
bem descrito na técnica com entre 6,0 yL e 10 pL, preferencialmente 6,0 pL, de Nix-
gCsNa4/TiO2 (2,0 mg mL™ de TiOz2) e secos sob vacuo a temperatura ambiente, isto €,
23 °C. Posteriormente, as superficies dos eletrodos modificados séo funcionalizadas
via reducédo eletroquimica de um sal de aril diazénio (Amb). O sal de 4-carboxifenil
diazénio pode ser preparado in situ misturando de 1 a 5 mM, preferencialmente 2,0
mM, de acido p-aminobenzoico com 2,0 mM de NaNO2 em 0,5 M de HCI e agitado
durante 5 min a temperatura ambiente. De um a dez ciclos voltamétricos s&o
registrados entre 0,2 e -0,6 V a 100 mV s, preferencialmente trés ciclos
voltamétricos. Os eletrodos sao referidos como Amb/Nix-gC3sNa4/TiOo.

[058] Os eletrodos Amb/Nix-gCsN4/TiO2 de acordo com a presente invencao
possuem um alto grau de sensibilidade, sendo capazes de detec¢bes sob uma luz de
LED de baixa poténcia (1 a 3 W), o que anteriormente ndo era possivel. Isto é
vantajoso pois a presente invengao dispensa fontes de poténcia de 100 a 500 W, como
seria tipicamente requerido anteriormente pela técnica. Por conseguinte, dispositivos
biossensores baseados no eletrodo Amb/Nix-gCsN4/TiO2 de acordo com a presente
invencdo podem ter um tamanho reduzido e consumir muito menos energia,
possibilitando transporte e manuseio facilitados. Por sua vez, isto possibilita o uso de
dispositivos biossensores baseados no eletrodo Amb/Nix-gCsNa4/TiO2, de acordo com
a presente invengdo, em pontos de atendimento afastados de grandes centros
urbanos, por exemplo, em comunidades ribeirinhas.

[059] O eletrodo Amb/Nix-gCsN4/TiO2 de acordo com a presente invengao é
particularmente util na deteccdo de antigeno prostatico especifico (PSA). Sera
descrito também um dispositivo biossensor utilizando o eletrodo Amb/Nix-gCsNa4/TiO2
de acordo com a presente invencao que é particularmente Util para deteccéo de PSA.

2. Preparacdo do eletrodo para PSA
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[060] A Figura 2 ilustra a preparagao de um biossensor para deteccao de PSA
utilizando o eletrodo biossensor Amb/Nix-gCsN4/TiO2 de acordo com a presente
invengdo. Os eletrodos Amb/NigCsN4/TiO2 foram incubados com 10,0 e 50,0 L,
preferencialmente com 15,0 uL, de agente de cross-linking N-(3-dimetilaminopropil)-
N2-etilcarbodiimida cloridrato/hidroxisuccinimida (EDC/NHS), ambos entre 50,0 e
400,0 mM, preferencialmente a 100,0 mM, em &agua, por entre 30 e 60 min,
preferencialmente 30 min, a 20°C, para ativar o grupo carboxilico do &cido benzoico
eletrodepositado. Em seguida, 15,0 yL de anti-PSA entre 1,0 e 10,0 yg mL™,
preferencialmente 2,0 yg mL™, sdo dispensados no eletrodo e incubados por 60 min
a 20°C. Para bloquear sitios de ligagao nao especificos, 15,0 yL de solugédo de
albumina de soro bovino (BSA, bovine serum albumin) entre 1% e 3%,
preferencialmente 1%, em peso em agua sao adicionados por entre 30 e 60 min,
preferencialmente 30 min, a 20°C. Entre cada etapa de preparacdo, o eletrodo é
lavado com solucdo de tampéao fostafo salino (PBS, phosphate buffered saline). A
deteccdo de PSA por técnica fotoeletroquimica (PEC, photoelectrochemical) é
realizada usando medidas de cronoamperometria (CA) em um sistema portéatil como
o da Figura 3 com uma luz LED de 3W (410 nm; 350 mW cm™?) durante ciclos de
irradiagdo ON/OFF de 20 s. Solugdes de PSA (15,0 yL) em diferentes concentracdes
(de 10*® a 10® g mL™) sdo incubadas por 30 min a 20°C. As fotocorrentes séo
registradas em 100,0 pyL de solugédo de PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de acido
ascorbico (AA) a 0 V vs. potencial de circuito aberto (OCP, open circuit potential).

3.Deteccao eletroguimica de PSA

[061] A combinacdo de nanoparticulas de TiO2, Ni-gC3Ns e aril diaz6nio
aumenta a eficiéncia da coleta de luz visivel e diminui a recombinacdo de portadores
de carga, permitindo assim sua aplicagao sob luz LED azul (A =410 nm). Os anticorpos
sdo imobilizados covalentemente via grupos carboxilicos do sal de aril diazdnio por
EDC/NHS. Por meio de imunorreacdes, o PSA é reconhecido e capturado pelo
anticorpo. Quando o LED ¢é aceso, pares elétron-buraco sao fotogerados na superficie
do fotocatalisador, resultando na eletrooxidagédo do &acido ascorbico (AA). Assim, a

mudanca na fotocorrente induzida pela variacao da concentracéo de PSA € detectada.
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[062] O aril diazonio eletrodepositado sobre Ni-gCsN4/TiO2 diminui a
recombinacdo de portadores de carga fotogerados, levando a um aumento de 3,1
vezes na fotocorrente em relagdo ao TiO2 puro. Essa estratégia de funcionalizagéo
fornece grupos carboxilicos para ancorar anticorpos por meio da reacdo da
carbodiimida, que pode ser estendida a qualquer outro tipo de biossensor. Sob
condicdes ideais, o sensor fotoeletroquimico de acordo com a concretizacdo
preferencial da presente invencdo é capaz de detectar PSA de 107%¢ a 108 g mL™
com um limite de deteccdo de 0,06 fg mL™l. Isto permite a miniaturizacdo de
dispositivos e sistemas que o utilizem, com as vantagens ja explicadas anteriormente.

[063] O mecanismo que ocasiona a maior sensibilidade é explicado a seguir
tomando como exemplo a concretizacdo preferencial do eletrodo biossensor
Ab/Amb/Nix-gC3sN4/TiOo.

4. Estrutura e morfologia

[064] A Figura 4 é a ilustracdo esquematica da preparacédo do Ni-gCsN4 e as
principais unidades e grupos funcionais que formam nitretos de carbono poliméricos
a base de heptazina. O composito Ni-gCsNa foi preparado pela policondensacao
térmica da melamina na presenca de NaCl, seguida da troca catiénica de sédio por
niquel. Uma andlise com espectroscopia de absor¢édo atdmica indicou a presenca de
10,7% (RSD = 0,69%) de Ni no gCsNa4. Os padrdes de XRD de TiO2, gCsN4 e Ni-gCsNa4
sdo mostrados na Figura 5. O pico de difragdo em ~20 = 14,2° corresponde a
periodicidade das unidades de heptazina. O outro pico largo em ~20 = 26,7° é
caracteristico do plano de reflexdo (002) do grafite em camadas. Ap0s a incorporacao
de atomos unicos de Ni no gCsNa, os picos de difragdo em 26 = 26,6° e 26 = 28,8°
sdo quase completamente suprimidos por um pico intenso em 208 = 28,2°, indicando
mudancas significativas no espacamento interplanar (SAVATEEV, A.; PRONKIN, S.;
WILLINGER, M. G.; ANTONIETTI, M.; DONTSOVA, D. Towards organic zeolites and
inclusion catalysts: heptazine imide salts can exchange metal cations in the solid state.
Chemistry - An Asian Journal, Weinheim, v. 12, n. 13, p. 1517-1522, 2017). A auséncia
de padrbes de difracdo caracteristicos de materiais a base de niquel (como NiO e

Ni(OH)2) confirma a formacéo de uma Unica estrutura de atomo de Ni. O padrao de
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XDR do TiO2 comercial na Figura 5 pode ser indexado principalmente a fase anatase,
cujo tamanho médio de cristalito (calculado usando a equacao de Scherrer) é de 20
nm (26 = 25,4°). Sinais fracos devido a fase rutilo também foram observados.

[065] A Figura 6 mostra os espectros de FTIR do TiOz2, gC3N4, Ni-gC3Na4 e Ni1o-
gCsNa4/TiO2. O TiO2 apresenta uma banda larga em torno de 710 cm™ atribuida ao
alongamento Ti-O-Ti, enquanto as bandas em 3400 e 1360 cm™ sdo devidas a
espécies de OH adsorvidas. Para o gCsN4 varias bandas fortes sdo observadas entre
1650 e 1200 cm™, correspondendo ao estiramento heterociclico tipico de v(C-NH-C)
e V(C=N) (TIAN, Y.; ZHOU, F.; ZHAN, S.; YANG, Y.; LIU, Y.; HE, Q. Mechanisms on
the sterilization performance of fluorocarbon resin composite coatings enhanced by g-
C3N4/TiO2. Journal of Inorganic and Organometallic Polymers and Materials,
Dordrecht, v. 27, n. 1, p. 353-362, 2017). A banda em 803 cm™ é caracteristica do
modo de respiracdo do anel da triazina (KRIVTSOV, |.; MITORAJ, D.; ADLER, C,;
ILKAEVA, M.; SARDO, M.; MAFRA, L.; NEUMANN, C.; TURCHANIN, A.; LI, C,;
DIETZEK, B.; LEITER, R.; BISKUPEK, J.; KAISER, U.; IM, C.; KIRCHHOFF, B.;
JACOB, T.; BERANEK, R. Water-soluble polymeric carbon nitride colloidal
nanoparticles for highly selective quasi-homogeneous photocatalysis. Angewandte
Chemie International Edition, Weinheim, v. 59, n. 1, p. 487-495, 2020). Ap6s a
incorporacdo do niquel, um pequeno deslocamento foi observado nas bandas de
1580, 1398 e 1319 cm-1 a 1585, 1412 e 1323 cm™, respectivamente. Esses
deslocamentos indicam que a coordenacdo do niquel ocorre nas unidades de
heptazina (Figura 7, Espectro de FTIR do gCsN4 e Ni-gC3Na4). O fotocatalisador Nizo-
gCsN4/TiO2 (curva iv da Figura 6) apresenta as principais caracteristicas do Ni-gCsNa
e do TiO2. Além disso, o deslocamento de 710 para 625 cm-1 sugere a formacao de
uma heterojuncao entre Ni-gCsNa4 e TiOx2.

[066] A composicdo quimica e o estado de oxidacdo dos compdsitos foram
investigados por espectroscopia de fotoelétrons de raios X. Os espectros de XPS de
varredura ampla séo vistos na Figura 8, onde a curva (a) corresponde a gCsNa4, a curva
(b) corresponde a Ni-gCsNa, a curva (c) corresponde a TiO2 e a curva (d) corresponde

a Ni10-gC3Na4/TiO2. Os espectros confirmam a troca catidnica de sodio por niquel. Aléem
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disso, gCsN4, Ni-gCsNa4 e Ni1o-gCsN4/TiO2 também exibem picos caracteristicos de C
1s, N 1s, Ti 2p e O 1s. Os sinais de O 1s e C 1s em todas as amostras séo devidos a
contaminacao carbonacea adventicia.

[067] Para o gCsN4 no quadro a) da Figura 9, o sinal C 1s do gCsN4 consiste
em trés contribuicbes em 284,5, 286,6 e 287,7 eV que correspondem a grupos C-
C/C=C, C-O (ambos de contaminacao adventicia externa ou produtos de degradacao
parcial) e N-C=N no anel heterociclico, respectivamente. Como mostrado no quadro
b) da Figura 9, o espectro do C 1s do Ni-gCsN4 exibiu um perfil semelhante ao do
gCsN4. No entanto, houve uma mudanca na energia de ligacdo devido a interagédo
entre as espécies de gCsNs e Ni. Os quadros c) e d) da Figura 9 mostram
respectivamente os espectros de gCsN4 e Ni-gCsN4 na regido de energia do N 1s.
Ambos os espectros sdo consistentes com uma estrutura baseada em heptazina com
contribuicdes de ligacdes N-C=N (398,3 eV, N piridinico) e (C)3-N (399,2 eV, N
grafitico) no anel heterociclico. Contribuicées também séo observadas em 397, 400,6
e 403,5 eV atribuidas a atomos de nitrogénio desprotonados, ligacbes -NH/NH:2
(devido a condensacdo parcial ou polimerizacdo incompleta), e excitacdo do elétron
TT NOS grupos ciano, respectivamente. H4 também uma mudanga na energia de
ligacdo do Ni-gCsN4 em comparacdo com gCsN4. Os quadros e) e f) da Figura 9
exibem respectivamente os espectros XPS do Ti 2p para TiO2 e Niio-gCsN4/TiO2. O
TiO2 exibe dois picos em 458,5 e 464,3 eV caracteristicos de Ti**, enquanto Nizo-
gCsNa4/TiO2 exibe dois picos adicionais em 456,9 e 462,7 eV atribuidos a Ti%*, o que
provavelmente é devido a reducdo de Ti** durante a formacédo da heterojuncéo. Isso
pode ser benéfico do ponto de vista fotocatalitico, uma vez que quantidades
especificas de Ti®* podem suprimir a recombinacéo de portadores de carga.

[068] A morfologia do Ni-gCsN4 e Ni1o-gCsNa4/TiOz2 é avaliada com as imagens
de TEM na Figura 10. O Ni-gCsNa € formado por algumas camadas que se sobrepdem
para gerar a parte mais escura da imagem no quadro a) da Figura 10. O mapeamento
elementar confirma a distribuicdo uniforme do atomo de niquel, quadro b) da Figura
10, e nitrogénio, no quadro c) da Figura 10. Os quadros d), e) e f) da Figura 10

mostram as imagens e 0 mapeamento elementar do composito Ni1o-gCsN4/TiOz2, na
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qual o mapeamento para Ti, quadro e) da Figura 10, e Ni, quadro f) da Figura 10, é
uma evidéncia clara de que Ni-gCsNa4 esta bem distribuido junto ao TiO2.

5. Propriedades fotoeletroguimicas

[069] A Figura 11 mostra o grafico de Kubelka-Munk (F(r)) obtido a partir de
espectros UV-vis no modo de refletancia difusa. A borda de absor¢cdo do compdsito
Ni10-gC3N4/TiO2 exibiu um desvio para o vermelho em comparagdo com o TiO2
comercial, indicando que a heterojuncdo de Ni-gC3N4 e TiO2 aumenta
significativamente a absorcao de luz visivel. Além disso, a incorporacdo de niquel na
estrutura do gCsN4 ndo altera muito a borda de absor¢cdo. O mesmo é observado ao
comparar gCsNa4/TiO2 e Niw-gC3sN4/TiO2 (ndo mostrado aqui). As energias de band
gap para transicdo indireta foram calculadas a partir do grafico de Tauc da funcéo
Kubelka-Munk usando [F(r)hv]¥? = k(hv — Eg), na qual F(r) é a funcdo de Kubelka-
Munk, h é a constante de Plank, k € uma constante relacionada ao material, e hv € a
energia do féton. Como mostrado na Figura 12, os valores de band gap para TiOz,
gC3N4, e Ni-gC3N4 foram estimados como 3.23, 2.75, e 2.76 eV, respectivamente.

[070] Fazendo referéncia agora as Figuras 13-16, a resposta PEC dos
materiais foi avaliada medindo-se as curvas de fotocorrente transiente, onde (i) TiOz,
(i) gCsNa4/TiO2, (iii) Niwo-gCsN4/TiO2 e (iv) Amb/Ni-gCsN4/TiO2, recordadas em
solucéo de PBS (pH 7,4) com 0,1 M de AA a0V (vs. OCP) sob irradiacao de luz LED
visivel (410 nm). As fotocorrentes na Figura 13 para os compaositos gC3sNa4/TiOz e Nizo-
gC3N4/TiO2 sé@o 1,3 e 1,6 vezes o valor do TiO2. O eletrodo Amb/Ni1o-gCsNa4/TiO2 é 3,1
vezes mais fotoeletroativo, indicando que a funcionalizacdo da superficie com aril
diazénio pode gerar mais fotoelétrons e diminuir a recombinacéo de portadores de
carga. A Figura 14 ilustra Espectros de EIS (linhas continuas correspondem ao fit
usando o circuito de Randles). Os graficos de Nyquist foram usados para determinar
a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) ajustando os dados ao modelo de circuito
de Randles. O Rct é 7,85 kQ, 10,12 kQ e 7,83 kQ para TiO2, gC3N4/TiO2 e Niio-
gCsN4/TiO2, respectivamente. O aumento da fotocorrente para Niw-gCsN4/TiO2 em
comparacao com gCsNa4/TiO2 deve estar associado a diminui¢cdo de Rct, uma vez que

os band gaps para gCsNa4 (2,75 eV) e Ni-gCsN4 (2,76 eV) sejam muito proximos. A
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Figura 15 ilustra voltamogramas ciclicos a 50 mV s para os eletrodos de TiOz,
gCsN4/TiOz2, Ni1o-gC3N4/TiO2 obtidos em 0,1 M de KCI com 5,0 mM de [Fe(CN)6]*+"3".
A figura 16 ilustra o Grafico de Mott-Schottky.

[071] Além disso, como visto nas Figuras 17 e 18, a Rct para gCsN4 e Ni-gCsNa4
s&do 10,10 kQ e 8,47 kQ, indicando também um aumento na condutividade de gCsNa4
apos a insercdo de niquel, onde a Figura 17 representa espectros de EIS e a Figura
18 representa os voltamogramas ciclicos registrados em 0,1 M de KCI contendo 5,0
mM de [Fe(CN)6]*"3, conforme na Figura 15. A Figura 18 mostra correntes
ligeiramente mais altas para Niiw-gCsN4/TiO2 do que para os eletrodos TiO2 ou
gCs3Na4/TiOz2, 0 que sugere que o eletrodo Ni10-gCsNa4/TiO2 tem uma area de superficie
maior. Esta caracteristica deve ser favoravel para o desempenho do imunossensor
PEC.

6. Possivel mecanismo

[072] O potencial de banda plana (EFB) do TiO2 e Ni-gCsNa foi determinado a
partir do grafico de Mott-Schottky, no qual foi observado uma inclinagcéo positiva (linha
vermelha na Figura 16), tipica de semicondutores do tipo n. O potencial da banda de
conducédo (ECB) é préximo (0,1 — 0,2 V mais negativo) a EFB (LI, X.; YU, J.; LOW, J.;
FANG, Y.; XIAO, J.; CHEN, X. Engineering heterogeneous semiconductors for solar
water splitting. Journal of Materials Chemistry A, Milton, v. 3, n. 6, p. 2485-2534,
2015), para semicondutores do tipo n. Assumindo que ECB € 0,2 V mais negativa do
que EFB, 0 ECB e EVB podem ser calculados tomando como referéncia o eletrodo
normal de hidrogénio (NHE) a pH 7,0 a partir das seguintes equacdes:

ECB(NHE, pH7) = EFB(Ag/AgCl,pH 69 T EO(Ag/AgCl sat. KCl) — 0,059(7 — 6,9) — 0,2 1)
Eyp = Egc +E, ®)

[073] naqual E° (Ag/AgCl sat. KCI) é 0,199 V. Os valores de Ers para Ni-gC3N4
e TiO2 a partir da intersecgéo com o eixo x sao —1,14 e -0,50 V (vs. Ag/AgCl sat. KCI).
Assim, Ecp (e ‘Evs’) para Ni-gCsNs e TiO2 sdo aproximadamente —-1,15 (‘1,61 V') e
-0,51V (2,72 V’) versus NHE a pH 7, respectivamente. Em adi¢ao, o orbital HOMO
do acido p-aminobenzoico néo ligado esta 1,3 eV acima do topo da banda de valéncia

do TiO2, com um gap HOMO-LUMO de 3,4 eV. Conforme indicado na Figura 19
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(Mecanismo de fotodeteccdo de PSA sobre o fotocatalisador Amb/Ni1o-gC3sNa4/TiO2
sob irradiacédo de luz LED visivel), a posicdo da banda de conducédo do Ni-gCsN4 é
mais negativa do que para TiO2, permitindo assim a transferéncia de elétrons da
banda de conducé&o do Ni-gCsN4 para a banda de conducéo do TiOzsob irradiagcéo de
luz LED visivel. Além disso, os elétrons sdo fotoexcitados diretamente do orbital
HOMO do acido paminobenzoico para a banda de condugéo do TiOz, resultando em
uma forte resposta de fotocorrente. O Amb pode ser regenerado por transferéncia de
volta do elétron fotoexcitado ou mesmo pela reacdo com o acido ascorbico doador de
elétrons. Buracos fotogerados em TiO2, Ni-gCsN4 podem ser aprisionados pelo acido
ascorbico, diminuindo a recombinacdo de pares buraco-elétron fotoinduzidos. De
acordo com as analises acima, um possivel mecanismo para as alteracbes da

fotocorrente do imunossensor pode ser descrito pelas seguintes equacoes:

Amb/Ni-gCaN4/TiO, + hy — e~ + h* @3)
O2+e — -0z (4)
H.0 + h* — -OH 5)
.0, -OH/h* + AA — AA* (6)

7. Otimizacado da plataforma de deteccao

[074] As figuras 54a-d mostram a resposta PEC na presenca de 0,1 M de AA
para: 54a) TiO2 a diferentes concentragdes, 54b) eletrodos com Nix-gCsNa/TiO2, 54c)
Ni10-gC3N4/TiO2 e Amb/Nii10-gCsNa/TiO2 onde (1) Niwo-gCsNa/TiO2 sem AA, (2) Nizo-
gCsN4/TiO2 com 0,1 M de AA, (3) Amb/Ni1o-gC3N4/TiO2 com 0,05 M de AA, (4)
Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 com 0,1 M de AA e (5) Amb/Ni1o-gC3N4/TiO2 com 0,2 M de AA;
e 54d) Fotocorrente de Amb/Ni10-gC3N4/TiO2 para 1200 s com 0,1 M de AA. Todos 0s
experimentos foram registrados em solucao de PBS (pH 7,4) a 0 V (vs. OCP). A
imobilizacédo de (bio)moléculas (anticorpos, bloqueadores, etc.) € conhecida por afetar
negativamente a resposta PEC. Portanto, varios parametros foram otimizados para
melhorar a sensibilidade, incluindo a concentracéo de TiO2, a razdo de massa entre

Ni-gCsNa4 e TiO2 e a concentracdo de AA. A Figura 20 mostra os resultados dos SPCEs
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modificados apenas com NPs de TiO2 registrados em solugdo de PBS (pH 7,4)
contendo 0,1 M de AA. A intensidade da fotocorrente aumentou 47% quando o
eletrodo foi modificado com 6,0 uL de solugdo contendo 2,0 mg mL™! de TiO2 em
comparagdo com uma solugdo contendo apenas 1,0 mg mL™%. Em contraste, a
fotocorrente diminuiu & medida que a concentracdo aumentou de 2,0 para 4,0 mg
mL™2,

[075] Aincorporagéo de Ni-gCsN4 melhora significativamente a resposta PEC,
conforme mostrado na Figura 21. A fotocorrente em PBS contendo 0,1 M de AA
aumentou com a concentragdo de Ni-gCsN4 em TiO2 de 3 a 10 = 20%, e entdo
diminuiu abruptamente em concentracées mais altas. Portanto, Niio-gC3N4/TiO2 é
mais adequado para fabricar o imunossensor PEC. A incorporacdo de AA causa um
aumento de 8,5 vezes na fotocorrente para Niio-gC3N4/TiO2 na Figura 22 devido a
diminuicdo na recombinacao dos portadores de carga. Para Amb/Ni1o-gCsNa4/TiO2, as
fotocorrentes atingem um maximo com 0,1 M de AA, que foi a concentracéo
selecionada para os estudos subsequentes. As medidas de fotocorrente com ciclos
de irradiacdo de 1200 s confirmam a estabilidade da plataforma de deteccéo (Figura
23).

8. Andlise do imunossensor PEC para PSA

[076] Voltamos a atencdo agora para as Figuras 24 a 27, onde a Figura 24
ilustra espectros de EIS registrados em solucao de PBS (pH 7,4) contendo 5,0 mM de
[Fe(CN)6]*?~ (as linhas continuas correspondem ao ajuste usando o circuito de
Randles), a Figura 25 ilustra a resposta PEC do imunossensor obtido em solucao de
PBS (pH 7,4) contendo 0,1 M de AAa 0V (vs. OCP) sob irradiacéo de luz LED visivel
(410 nm), a Figura 26 ilustra a Curva analitica para concentracdes crescentes de 10718
a 108 g mL™%; (n = 5), e a Figura 27 ilustra a estabilidade e reprodutibilidade do
imunossensor PEC em 10° g mL™ de PSA. A construcdo da plataforma
imunossensora foi monitorada com medi¢coes de EIS em solucdo de PBS contendo
5,0 mM de [Fe(CN)6]*73~. A Rct determinada a partir do grafico de Nyquist na Figura
24 é 51,69 kQ para o eletrodo Ab/Amb/Ni10-gCsNa4/TiO2, sendo consideravelmente
maior do que para Amb/Nii1o-gCsN4/TiO2 (32,54 kQ). Portanto, a imobilizagdo dos
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anticorpos foi bem-sucedida. A Rct também aumentou apoés o bloqueio da superficie
com BSA (56,29 kQ) e apds incubagdo com 107° g mL™* de PSA (64,90 kQ). A Figura
25 mostra a resposta do imunossensor PEC sob condi¢cdes ideais. O sinal da
fotocorrente diminui com o aumento da concentragdo de PSA de 1078 a 1078 g mL™,
provavelmente devido ao bloqueio parcial da difusédo do doador de elétrons (AA neste
caso). A fotocorrente varia linearmente com o log da concentracdo de PSA na Figura
26, de acordo com a equacéo I[nA] = 114,9 — 20,9 log CPSA [g mL™] (r=0,982, n =
5), na qual C é a concentracédo de PSA e | € a fotocorrente. O limite de detec¢éo (LOD)
foi estimado em 0,06 fg mL™ (S/N = 3), o menor relatado na literatura até o momento.

[077] Além disso, este imunossensor possui uma faixa linear mais ampla em
comparacdo com outros semelhantes na literatura (ver Tabela 1 a seguir). O
dispositivo PEC combina a alta sensibilidade da detecc¢édo fotoeletroquimica com a
portabilidade e operacdo amigavel de um sistema impresso em 3D, 0 que o torna mais

préximo de uma aplicacéo no local de atendimento do que os dispositivos existentes.

Tabela 1
Meétodo de deteccdo  Faixa linear (g mL™) LOD (g mL™) Ref.
DPV 1,0x10"-12x10" 3,0x 107" (ZHANG et al., 2021a)
ECL 1,0x10-50x107 46x101 (LIU et al., 2021b)
PEC 1,0x10-1,0x 10" 1,3x10715 (LIU et al., 2021a)
Fluorescéncia 1,0x10"2-1,0x10% 73x10713 (ZHOU et al., 2021)
PEC 50x1072-50x10°  1,0x 1072 (SHI et al., 2019)
SWv 1,0x10"'"-50x107 1,2x107"2 (ZHAO et al., 2021a)
Fluorescéncia 50x10"-50x10"* 2,7x107 (YAO et al., 2019)
PEC 1,0x10"2-50x%x10% 25x10713 (ZHU et al., 2021)
SERS 1,0x10"-1,0x10" 1,0x 10" (GAO et al., 2019)
FET 1,0x105-1,0x107 1,0x10°8 (ZHANG et al., 2021b)
PEC 1,0x10?-20x10% 6,0x 107" (CAO et al., 2020)
ECL 1,0x10'°-2,0x107 1,0 x 10710 (WANG et al., 2016)
PL 1,0x1072-1,0x 10 6,4x107"° (YIN etal., 2021b)
CL 1,0x10'°-1,0x107 5,0x 1071 (ZHAO et al., 2021b)
PEC 1,0x10'-10x10°* 6,0 x 107" Este trabalho

[078] Onde:

¢LOD - limite de deteccéao;

¢DPV - voltametria de pulso diferencial,
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e ECL - eletroquimioluminescéncia,

¢ PEC - fotoeletroquimica,;

e SWV - voltametria de onda quadrada;

¢ SERS - espalhamento raman;

o FET - transistor de efeito de campo;

¢ PL - luminescéncia persistente;

¢ CL - quimioluminescéncia.

[079]

E onde:
ZHANG et al, 2021a): PSA Detection Electrochemical Immunosensor
Based on MOF-235 Nanomaterial Adsorption Aggregation Signal
Amplification Strategy. Microchemical Journal, v. 171, p. 106870. 2021,
LIU et al., 2021b: Ultrasensitive prostate specific antigen monitoring based
on electrochemiluminescent immunesystem with synergistic signal
amplification effect of resonance energy transfer coupling with K2S208-
H202 dual coreactants. Journal of Electroanalytical Chemistry, Lausanne,
v. 899, p. 115697, 2021,
LIU et al., 2021a): Ultrasensitive photoelectrochemical immunosensor
based on a g-C3N4/SnS2 nanocomposite for prostate-specific antigen
detection. Microchemical Journal, Amsterdam, v. 168, p. 106337, 2021;
ZHOU et al., 2021: Proximity binding induced nucleic acid cascade
amplification strategy for ultrasensitive homogeneous detection of PSA.
Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 1186, p. 339123, 2021;
SHI et al, 2019: Wide-spectrum-responsive paper-supported
photoelectrochemical sensing platform based on black phosphorus-
sensitized TiO2. ACS Applied Materials & Interfaces, Washington, v. 11,
p. 41062, 2019;
ZHAO et al., 2021a: Signal-on electrochemical aptasensors with different
target-induced conformations for prostate specific antigen detection.

Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 1152, p. 338282, 2021;
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e YAO et al.,, 2019: Polydopamine nanoparticle-based multicolor proximity
immunoassays for ultrasensitive, multiplexed analysis of proteins using
isothermal quadratic amplification. Sensors and Actuators B: Chemical,
Lausanne, v. 282, p. 626, 2019;

e ZHU et al.,, 2021: A label-free photoelectrochemical immunosensor for
prostate specific antigen detection based on Ag2S sensitized
Ag/AgBr/BIOBr heterojunction by  in-situ growth method.
Bioelectrochemistry, Lausanne, v. 142, p. 107928, 2021;

e GAO et al.,, 2019: SERS-based pump-free microfluidic chip for highly
sensitive immunoassay of prostate-specific antigen biomarkers. ACS
Sensors, Washington, v. 4, p. 938, 2019;

e ZHANG et al., 2021b: DNA-Based Functionalization of Two-Dimensional
MoS2 FET Biosensor for Ultrasensitive Detection of PSA. Applied Surface
Science, v. 548, p. 149169, 2021;

e CAO et al., 2020: A ternary CdS@Au-g-C3N4 heterojunction-based
photoelectrochemical immunosensor for prostate specific antigen
detection using graphene oxide-CuS as tags for signal amplification.
Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 1106, p. 183, 2020;

e WANG etal., 2016: Spatial-resolved electrochemiluminescence ratiometry
based on bipolar electrode for bioanalysis. Biosensors and Bioelectronics,
Kidlington, v. 86, p. 683, 2016;

e YIN et al, 2021b: Persistent Iluminescence nanorods-based
autofluorescence-free biosensor for prostate-specific antigen detection.
Talanta, Amsterdam, v. 233, p. 122563, 2021,

e ZHAO et al., 2021b: A novel chemiluminescence imaging immunosensor
for prostate specific antigen detection based on a multiple signal
amplification strategy. Biosensors and Bioelectronics, Kidlington, v. 171,
p. 112729, 2021.

9. Reprodutibilidade e estabilidade
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[080] A reprodutibilidade e estabilidade do imunossensor PEC foram testadas
com medicbes para detectar 107° g mL™ de PSA. A Figura 27 mostra os resultados
em gue a reprodutibilidade foi demonstrada obtendo um desvio padrao relativo (RSD)
de 3,1% nas medidas de fotocorrente usando 5 eletrodos diferentes. Para os testes
de estabilidade, as fotocorrentes registradas sob irradiacédo durante os ciclos ON/OFF
de 20 s tiveram um desvio padrao de 0,8%.

10. Analise de amostra real e estudo de especificidade

[081] Fazemos referéncia agora as Figuras 28 e 29, onde a Figura 28
representa a seletividade do imunossensor PEC: 10,0 ng mL™* PSA, 1,0 ng mL™
proteinas (CA15-3, p54, BSA) e 100,0 ng mL™! para os outros interferentes (KCl, NaCl,
vitamina D3, &cido drico). A mistura contém todos os elementos mencionados. A
Figura 29 ilustra os valores de recuperacao de PSA para os imunossensores PEC
incubados com 10,0, 1,0 e 0,1 ng mL™* de PSA em amostras de soro humano diluidas.
(n = 4). Todos os experimentos foram registrados em solucdo de PBS contendo 0,1 M
de AAa 0V (vs. OCP) sob irradiacéo de luz LED visivel. Para estudar a especificidade
do imunossensor PEC, 1,0 ng mL™ de proteinas (CA15-3, p54, BSA), 100,0 ng mL™®
para os demais interferentes (KCI, NaCl, Vitamin D3, acido Urico) e sua mistura foram
selecionados como potenciais interferentes na determinacdo do PSA. A Figura 28
mostra que a resposta de fotocorrente desses interferentes € comparavel ao valor
encontrado para a amostra em branco. Além disso, a mistura apresentou valores de
fotocorrente comparaveis ao PSA puro. O possivel uso do imunossensor PEC na
pratica clinica foi avaliado pela dosagem da concentracdo de PSA em amostras
diluidas de soro humano. O soro humano foi diluido em solucdo de PBS (1:100, v/v)
e contaminado com concentragdes conhecidas de PSA. As concentragdes de PSA
calculadas a partir da curva analitica e outros parametros estdo resumidas na Figura
29. A recuperagao para o imunossensor PEC variou entre 97,3% e 105,2%, com
desvio padrao relativo (RSD) inferior a 4,1%. Esses resultados satisfatorios confirmam
a potencial aplicacdo no diagnadstico clinico.

11. Conclusbes

Petic&io 870230024236, de 22/03/2023, pag. 48/69



25/27

[082] O desafio de fabricar imunossensores fotoeletroquimicos (PEC)
passiveis de miniaturizacdo e aplicacdo em diagndstico no local de atendimento foi
abordado aqui. Foi produzido um dispositivo PEC miniaturizado impressos em 3D com
eletrodos serigrafados para detectar PSA sob irradiacdo de luz LED visivel. A alta
sensibilidade e seletividade do imunossensor foi atribuida a heterojuncéo entre Ni-
gCsN4 e TiO2. De especial relevancia é que o TiO2 foi funcionalizado com sal de aril
diazonio eletrodepositado, que serviu tanto para aumentar a fotoatividade quanto para
ancorar os anticorpos anti-PSA. A sinergia obtida ao combinar esses trés materiais
permitiu uma maior separacdo dos portadores de carga e uma diminuicdo da
recombinacédo de carga, aumentando assim a estabilidade e a fotocorrente em relacéo
ao TiO2 puro. O imunossensor PEC foi capaz de detectar PSA em amostras de soro
humano em uma ampla faixa de concentracéo, de 10716 a 108 g mL™, com um limite
de deteccéo de 0,06 fg mL™1, o menor valor conhecido até o momento. E significativo
gue a plataforma PEC possa ser estendida a qualquer outro tipo de biossensor, pois
outros elementos de biorreconhecimento podem ser imobilizados com a mesma
estratégia. Além disso, a sensibilidade de tais dispositivos PEC pode ser aumentada
pelo estudo de outras sondas e fotocatalisadores.

[083] Um segundo aspecto da invencdo €é referente a um dispositivo
biossensor fotoeletroquimico miniaturizado utilizando o eletrodo biossensor
Ab/Amb/Nix-gC3Na4/TiO2 de acordo com a presente invencao. O dispositivo, de acordo
com a presente invencédo, possui uma alta sensibilidade por conta do biossensor aqui
descrito, permitindo o uso de uma fonte de luz com poténcia reduzida (de 1 a 3W) e
sua miniaturizacdo. Vantajosamente, o dispositivo fotoeletroquimico de acordo com a
presente invengao possui um custo reduzido e pode ser facilmente transportado para
pontos de atendimento distantes de grandes centros urbanos, atuando como um
Imunossensor.

[084] Com referéncia a Figura 30, é ilustrada uma concretizacdo
exemplificativa do dispositivo de acordo com o0 segundo aspecto da invencdo. O
dispositivo 100 compreende um suporte mecanico e um circuito elétrico que inclui um

modulo de relé programavel 101 para controlar os ciclos ON/OFF do LED 103. A
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fotocorrente € gerada no sensor 102 e flui por meio de um circuito impresso flexivel
(FPC, flexible printed circuit) 104 e um ou mais, preferencialmente trés, conectores
banana 105 para o potenciostato. O mdédulo de relé é alimentado por uma fonte 106
de baixa tensdo DC, por exemplo, 12 V, e o LED é alimentado por um driver comercial
107. Como mencionado anteriormente, a alta sensibilidade do biossensor da presente
invengao requer que o driver 107 tenha apenas de 1 a 3 W de poténcia. O suporte
mecanico contém cinco pecas: (i) uma base 108 projetada para segurar o médulo de
relé 101 e os conectores banana 105; (ii) um deslizador 109 para segurar 0 sensor
102 horizontalmente no conector FPC 104; (iii) um teto 110 para posicionar o LED 103
uma distancia, preferencialmente 0,5 mm, acima do sensor; (iv) uma ponta 111 para
dar sustentacdo a um elemento de fixacdo 112, o elemento de fixacdo 112 fixando o
LED 103 sob o teto 110; e (v) uma tampa 113 para envolver o LED 103 e sensor 102
a fim de bloquear e impedir que luz externa interfira na deteccao.

[085] A Figura 31 mostra o dispositivo 100 em sua configuracdo fechada, com
o item 114 em detalhe.

[086] O dispositivo 100 possui tamanho e peso reduzidos, facilitando seu
transporte e armazenamento. Por exemplo, as dimensdes externas do dispositivo 100
podem ser tdo pequenas quanto 96 mm de largura, 122 mm de profundidade e 36 mm
de altura. Estas dimensdes permitem que o dispositivo 100 caiba na mao de um
adulto, como visto anteriormente na Figura 3. O design permite que o dispositivo 100
seja facilmente desmontado para a troca do LED 103 e do sensor 102. Os
componentes estruturais podem ser fabricados a partir de qualquer material
considerado adequado, tais como plasticos ou resinas.

[087] O dispositivo 100 é portatil e vantajosamente permite a rapida troca do
LED, possibilitando que este seja escolhido de acordo com as propriedades do
fotocatalisador empregado. Isto € extremamente vantajoso, visto que alguns
comprimentos de onda (por exemplo, na regido UV) podem ser prejudiciais para as
biomoléculas, afetando negativamente o desempenho do biossensor.

[088] Um terceiro aspecto da invencao se refere ao uso do dispositivo 100 na

deteccdo de PSA. Como relatado anteriormente, o eletrodo fotoeletroquimico da
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presente invengdo e o dispositivo 100 que o utiliza s&o particularmente efetivos na
deteccdo de PSA. Uma amostra de sangue humano (1 pL) é coletada e diluida em 99
uL PBS contendo 0,1 M AA. Esta solucdo € depositada no eletrodo 102 com o
dispositivo 100 em sua configuracdo aberta. O dispositivo 100 entdo tem a tampa
fechada e é acionado. Se houver alteragdo na fotocorrente a partir do eletrodo 102,
conclui-se que foi detectada a presenca de PSA na amostra.

[089] Com isso, nesta invencdo demonstramos a portabilidade de um
dispositivo fotoeletroquimico miniaturizado e seu possivel uso como dispositivo
biossensor em analises clinicas e ambientais descentralizadas. I1sso é possivel devido
a alta atividade do fotocatalisador aqui desenvolvido, que possibilita a construcéo de
um biossensor que opera com fonte de irradiagéo de baixa poténcia (1-3W).

[090] Embora os aspectos da presente divulgacdo possam ser suscetiveis a
varias modificacdes e formas alternativas, modalidades especificas foram mostradas
a titulo de exemplo nos desenhos e foram descritas em detalhes neste documento.
Mas deve ser entendido que a invencdo ndo se destina a ser limitada as formas
particulares divulgadas. Em vez disso, a invencao deve cobrir todas as modificacdes,
equivalentes e alternativas que caem dentro do escopo da invencdo, conforme

definido pelas seguintes reivindicagdes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Eletrodo, caracterizado pelo fato de que é revestido com particulas

fotossensiveis e sal de aril diazbénio.

2. Eletrodo, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que as

particulas fotossensiveis sao preferencialmente atomos de niquel ancorados em
nitreto de carbono grafitico e nanoparticulas de diéxido de titanio.

3. Eletrodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 2, caracterizado
pelo fato de que o sal de aril diazbnio é preparado eletroquimicamente a partir de acido
p-aminobenzoico.

4. Método de preparo do eletrodo conforme definido em qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

a - macerar de 1,0 a 3,0 g de melamina com 10,0 g de NaCl;

b - transferir a melamina macerada para um recipiente com tampa;

C - aquecer o recipiente em um forno sob atmosfera de ar entre 500 e 700 °C por
4h;

d - deixar o recipiente resfriar até a temperatura ambiente;

e - retirar o produto de recipiente;

f — dispersar o produto em uma quantidade de agua suficiente para a sua
solubilizacdo completa e, depois, centrifuga-lo entre 7.000 e 11.000 rpm por entre 5 e
30 minutos;

g - repetir a etapa f pelo menos mais quatro vezes;

h - secar o produto até que se obtenha uma secagem completa;

i — introduzir ions de niquel gCsN4 pelo método de troca catidnica mediante
esfoliar 0,1 g de gCsN4 em 2,0 mL de 4gua em banho ultrassénico por 10 min e, em
seguida, dissolver 0,4 g de NiCl..6H20 em 2,0 mL de &gua, entdo misturar ambas
estas solucdes e manté-las sob agitacdo até que o niquel seja incorporado no nitreto
de carbono grafitico;

j — lavar o produto obtido na etapa i por centrifugacdo e seca-lo até que se

obtenha uma secagem completa;
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k — preparar por adsor¢do compaositos Nix-gCsN4/TiO2, onde x = 3, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70% em peso de Ni-gCsN4 em TiOg;

| — preparar uma ou mais aliquotas de 5,0 mL de solu¢des contendo 2,0 mg mL~
! de TiO2, cada uma das uma ou mais aliquotas contendo qualquer um entre 0,3, 1,1,
2,5, 4,3, 6,7, 10, 15, ou 23,3 mg de Ni-gC3aNj;

m — manter o material obtido na etapa | sob agitagcéo por 24h e seco a 60 °C;

n — modificar eletrodos impressos de carbono via método drop casting com entre
6,0 uL a 10,0 pL de Nix-gC3sN4/TiO2, 2,0 mg mL~ de TiO», e secos sob vacuo a 23 °C;
e

o — funcionalizar as superficies dos eletrodos via reducéo eletroquimica de um
sal de aril diazbnio.

5. Método, de acordo com a reivindicacéo 4, caracterizado pelo fato de que na

etapa a 1,0 mg de melamina € macerada.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 4 ou 5, caracterizado

pelo fato de que na etapa c o recipiente é aquecido a 600 °C (5 °C min1).

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 4 a 6, caracterizado

pelo fato de que na etapa f o produto é disperso em 100,0 mL de agua e, depois,
centrifugado a 10.000 rpm por 15 min.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 4 a 7, caracterizado

pelo fato de que a etapa f é repetida por um total de 6 vezes.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 4 a 8, caracterizado

pelo fato de que na etapa h o produto é seco a vacuo a 50 °C por 12h.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 4 a 8, caracterizado

pelo fato de que na etapa h o produto € seco a 60 °C por 24h.
11. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicacbes 4 a 10,
caracterizado pelo fato de que na etapa i as solu¢cdes sdo mantidas sob agitacdo por

24 h.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 4 a 11,

caracterizado pelo fato de que na etapa j o produto é seco a vacuo a 50 °C por 12h.
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13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 4 a 11,

caracterizado pelo fato de que na etapa j o produto é seco a 60 °C por 24h.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 4 a 13,

caracterizado pelo fato de que na etapa m o material é seco a vacuo a 50 °C por 12h.

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 4 a 13,

caracterizado pelo fato de que na etapa m o material é seco a 60 °C por 24h.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 4 a 15,

caracterizado pelo fato de que na etapa n os eletrodos sdo modificados via drop

casting com 6,0 uL de Nix-gC3N4/TiO2, 2,0 mg mL™* de TiO..
17. Meétodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 4 a 16,

caracterizado pelo fato de que o sal de aril diazénio € um sal 4-carboxifenil diazénio

preparado misturando de 1 a 5 mM de acido p-aminobenzoico com 2,0 mM de NaNO:
em 0,5 M de HCI e agitado durante 5 min a temperatura ambiente.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado pelo fato de que o

sal de aril diazonio é preparado misturando 2 mM de acido p-aminobenzoico.

19. Biossensor, caracterizado pelo fato de que compreende:

uma fonte (106);

um driver (107);

um LED (103);

uma tampa (113), a tampa definindo uma camara escura; e

o eletrodo conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3.

20. Uso do biossensor conforme definido na reivindicacdo 19, caracterizado pelo

fato de que é utilizado na deteccéo de antigeno prostético especifico (PSA) a partir de

uma amostra.
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RESUMO
ELETRODO, METODO DE PREPARO DO ELETRODO, BIOSSENSOR E USO DO
BIOSSENSOR

A invencgao teve como objetivo possibilitar a miniaturizagdo de um sistema de
biossensoriamento fotoeletroquimico de facil operacéo e o emprego deste sistema no
ponto de atendimento e no campo. Para isso, a tecnologia foi fabricada utilizando uma
impressora 3D, uma fonte de luz (LED) de 3 W, um médulo relé para controlar a fonte
de excitacdo e um eletrodo de carbono impresso. O eletrodo impresso foi revestido
com atomos de niquel ancorados em nitreto de carbono grafitico, nanoparticulas de
dioxido de titanio e sal de aril diazénio preparado eletroquimicamente a partir do acido
p-aminobenzoico. O aril diazénio eletrodepositado sobre o material fotoativo levou a
um aumento da resposta do fotocatalisador, com uma fotocorrente 3,1 vezes maior.
Essa estratégia de funcionalizacdo com o sal de aril diazénio também fornece grupos
carboxilicos para ancorar biomoléculas por meio da reacéao da carbodiimida, além de

uma atividade fotocatalitica que possibilita o uso do LED de 3 W.
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