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Introducio

O glutaraldeido (GA) ¢ uma molécula organica linear que possui terminais aldeido em suas
extremidades. Se trata de um composto muito utilizado em processos de funcionalizagdo de eletrodos,
principalmente ao se trabalhar com matéria organica, pois atua como um conector entre terminais
amino destas moléculas [Ozcan et. al. (2021)]. Para caracterizagdo de cada etapa de funcionaliza¢ao
utiliza-se a técnica de voltametria ciclica, onde espera-se uma reducao da corrente apos a fixagao do
glutaraldeido [Liv (2021), Wang et. al. (2021)]. Porém, nesse trabalho, que faz parte do projeto
intitulado “Desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico para deteccdo de pacientes com
COVID-19”, observou-se um aumento da corrente. Para justificar esse resultado, foi levantada a
hipotese de difusdo lenta do par redox ferri/ferrocianeto de potéssio na superficie do eletrodo. Esta
difusdo lenta pode ser causada por nao haver agitacdo do eletrélito durante a andlise eletroquimica.
Visando a andlise do processo de difusdo, utilizou-se a técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). Nos resultados obtidos, foi observado, no diagrama de Nyquist, a curva com
formato caracteristico da impedancia de Warburg, o que sugere um processo difusional lento na
superficie do eletrodo [Hernandez, et. al. (2019)]. No entanto, mais testes devem ser realizados para
confirmacdo dessa hipotese. Embora a resposta do GA diferenciou-se de boa parte das referéncias
utilizadas, o processo de funcionalizagdo foi continuado com adi¢do da proteina-Spike (proteina-S)
do SARS-CoV-2, albumina humana e posterior exposi¢cdo a uma solu¢do com anticorpos especificos
da proteina-S e outra sem anticorpos especificos, obtendo-se resultados promissores para o
biossensor, indicando que o aumento de corrente observado ndo compromete o funcionamento geral
do sensor.

Material e métodos /Metodologia

Materiais

O microeletrodo impresso de carbono revestido com PANI foi fornecido pela Sigma Aldlich. Outros
reagentes utilizados foram: solugdo aquosa de glutaraldeido 25% v/v, cloreto de potassio (KCI),
solucao aquosa de tampao fosfato salino (PBS), ferricianeto de potéssio. Todos os reagentes também
obtidos a partir da Sigma Aldlich.

Meétodos

Para a etapa de funcionalizacdo do glutaraldeido, o eletrodo de carbono revestido com PANI foi
colocado em contato com uma solucdo aquosa de GA 2% v/v por duas horas, a fim de fixar os radicais
de aldeido a superficie do eletrodo. Em seguida, lavou-se o eletrodo com solugdo aquosa 0,01 M de
PBS, para remover excessos do reagente anteriormente em contato com o eletrodo. Testes de
voltametria ciclicas foram realizados para avaliar se o0 GA estava se ligando a superficie do eletrodo.
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Como solugdo de trabalho para os testes eletroquimicos, utilizou-se uma solug¢ao de trabalho de
ferricianeto de potassio 5 mM em KCl aquoso 0,1 M. Os parametros utilizados para a voltametria
potencial na faixa de -0,4 a 0,4 V, uma taxa de leitura de 0,05 V/s e um passo de 0,002 V. Ja para a
EIE, utilizou-se frequéncias de 10 a 10° Hz, com tipo de onda 1-seno, frequéncia do tipo logaritmica
e Eamp de 10 mV. Todos os testes eletroquimicos foram realizados em triplicata no potenciostato
uStat-i 400 da Metrohm DropSens.

Resultados e discussao

A Fig. 1 apresenta o voltamograma para algumas repeti¢cdes da leitura com glutaraldeido e com o
eletrodo puro. Diferentemente do exposto nas literaturas [Liv (2021), Wang et. al. (2021)], observou-
se um aumento de intensidade de corrente medida, que nao pode ser justificado por melhor condugao
elétrica do glutaraldeido, uma vez que sua solugdo possui baixa condutividade. A diminui¢ao de
intensidade de corrente era esperada devido a adi¢do de uma camada de radicais de aldeido a
superficie do microeletrodo de carbono revestido com PANI, o que dificulta o contato dos ions do
eletrolito com as cargas presentes naquela superficie, reduzindo o processo oxirredutivo e por
consequéncia, reduzindo também a leitura de corrente.

Ja a Fig. 2 retrata o resultado da EIE, onde pode ser observada a presenca de um primeiro semicirculo
para mais altas frequéncias, até um ponto tal, onde uma reta de cerca de 45° com a horizontal surge,
caracterizando o fenomeno da impedancia de Warburg, que se relaciona com a ocorréncia de
fendmenos de difusdo [Hernandez, et. al. (2019)], como apresentado na Fig. 3. Esta ocorréncia
corrobora a hipotese de ocorréncia de difusdo lenta do par redox, que pode gerar acimulo de cargas
negativas em partes do eletrodo de trabalho, justificando os aumentos observados e ndo esperados.
Uma possivel justificativa para a ocorréncia do fendmeno € o baixo volume de solucdo de trabalho,
na casa dos 100 pL, j& que ndo ocorre agitacdo na gota de solugdo ali colocada, deixando as espécies
jé reagidas ainda em contato com o eletrodo.

Em baixas frequéncias, pode-se observar alguns pontos ligeiramente destoantes do padrao. O mais
provavel € que eles tenham ocorrido devido a precisdo do potenciostato em baixas frequéncias, nao
influenciando o resultado como um todo.

A Fig. 4 apresenta voltamogramas sobrepostos para a funcionalizagdo total do eletrodo. Pode ser
visto, portanto, que apesar do aumento inesperado da corrente para a curva apds a funcionalizagdao
com glutaraldeido, as demais etapas ndo foram comprometidas. Isto pode ser observado com a curva
em preto, apos funcionalizacdo com a proteina-S, sofrer reducdo de intensidade de corrente quando
comparado a anterior, apds o glutaraldeido. O mesmo ocorreu para a curva violeta, apos a adicdo de
solucdo de albumina humana, e para a vermelha, apds se imergir o eletrodo em solucdo com
anticorpos especificos. No entanto, como esperado, ao colocar em contato com o eletrodo a solugao
sem anticorpos especificos para proteina-S, curva em azul, esta praticamente se sobrepds a anterior,
vermelha, indicando especificidade do sensor, mostrando, portanto, que o comportamento imprevisto
do glutaraldeido ndo afetou o funcionamento final do biossensor.

Conclusao(oes)/Consideracdes finais

Buscando entender o comportamento ndo-esperado do glutaraldeido apds fixagdo em um eletrodo de
carbono revestido com PANI, a técnica de impedancia de espectroscopia eletroquimica foi aplicada
para avaliar a ocorréncia de difusdo lenta da espécie eletroativa, principal hipdtese para o ocorrido.
Observou-se nos resultados, o formato caracteristico de impedancia de Warbug, que, como citado em
literaturas, sugere a ocorréncia do fendmeno proposto para justificar o aumento de corrente obtido.
No entanto, mais testes devem ser elaborados para confirmac¢ao total da hipotese. Mesmo com o
aumento obtido, as demais etapas da funcionalizagdo foram realizadas, e os resultados apontam que
o aumento de corrente na etapa de funcionalizagdo com glutaraldeido nao interfere no funcionamento
do biossensor.
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ANEXO1

Figura 1. Voltamograma para funcionalizagdo do eletrodo de PANI. Em vermelho: eletrodo puro, azul: apés 2h em GA
2% v/v. Fonte: Arquivo Pessoal (2021).

Figura 2. Diagrama de Nyquist mostrando efeito de difusdo. Fonte: Arquivo Pessoal (2021).

Figura 3. Exemplo de diagrama com semicirculo e reta que mostra impedéancia de Warburg. Fonte: Hernandes (2019).

Figura 4. Voltamograma para cada etapa de funcioﬁalizéqﬁo do eletrodo de PANI. Em verde: eletrodo puro, amarelo:
apos 2h em GA 2% v/v, preto: ap6s antigeno (proteina-S), violeta: apds solucdo de albumina 1% p/v, vermelho: apds
solu¢do com anticorpos especificos, azul: apds solu¢ao sem anticorpos especificos. Fonte: Arquivo Pessoal (2021).



