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RESUMO

A pandemia COVID-19, iniciada em 2019, continua sendo um desafio global persistente para
os sistemas de satde publica. A detec¢ao precoce e altamente sensivel da infec¢ao desempenha
um papel crucial na prevencdo da dissemina¢do do virus por meio de individuos pré-
sintomaticos ou assintomaticos, especialmente em comunidades e ambientes domiciliares.
Neste contexto, este trabalho descreve o desenvolvimento de plataformas fotoeletroquimicas
(FEQs) imunossensoras a base de SrTiOs, visando a deteccdo de SARS-CoV-2, as quais sdo
baseadas na modifica¢do de uma lamina de vidro revestida com um filme de didxido de estanho
dopado com fluor (SnO,-F) - FTO. A primeira plataforma foi formada por nanoparticulas de
titanato de estroncio (SrTiO3 ou ST), nitreto de carbono grafitico dopado com enxofre (g—C3Ns—
S ou CNS) e nanoparticulas de paladdio aprisionadas a hidroxido de aluminio (PdAIO(OH) ou
PdNPs). Ja a segunda plataforma foi baseada em um material compdsito formado por SrTiOs e
Vanadato de Bismuto (BiVOs). As plataformas FEQs foram denotadas como
PANPs/CNS/ST/FTO e BiVO4/SrTiO3/FTO e em ambos os sistemas fotoeletroquimicos
utilizou-se o acido ascorbico (AA) como molécula doadora de elétrons. As caracterizagdes
quimicas, morfologicas e eletroquimicas foram realizadas pelas seguintes técnicas: Difracao de
Raios X, Microscopia Eletronica de Varredura, Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios
X, Microscopia eletronica de transmissao, Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman, Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica e
Amperometria. As respostas FEQs das plataformas foram otimizadas avaliando-se os efeitos
da molécula doadora, a natureza do tampao, pH, concentracao de anticorpos, potencial aplicado
ao eletrodo de trabalho e tempo de interagdo entre o antigeno e o anticorpo. Dessa forma, foi
possivel monitorar a diminui¢do da fotocorrente das plataformas FEQs contendo os antigenos
espicula ou nucleocapsideo de SARS-CoV-2. Para a plataforma PdNPs/CNS/ST/FTO
observou-se o aumento da concentragdo dos antigenos espicula de SARS-CoV-2 de 1 fg mL™
a 1000 pg mL™'. Em relacdo a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO obteve-se uma faixa de resposta
linear de 0,1 pgmL ™" a 1000 ngmL ™! para proteina espicula e 0,01 pgmL™' a 1000 ng mL™!
para proteina nucleocapsideo. Os imunossensores propostos foram aplicados com sucesso em
amostras de saliva artificial apresentando valores de recuperagdo de 96,20% a 109,65% e 97 %
a 107,20 %, respectivamente, além de boa seletividade, precisdo e exatiddo, mostrando que as
plataformas propostas podem ser consideradas alternativas promissoras para deteccdo de
SARS-CoV-2.

Palavras Chaves: SrTiOs;; g-C3N4-S, PAAIO(OH), BiVOs, fotoeletroquimica, imunossensores,
SARS-CoV-2.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic, which began in 2019, continues to pose a persistent global challenge
to public health systems. Early and highly sensitive detection of the infection plays a crucial
role in preventing the spread of the virus through pre-symptomatic or asymptomatic individuals,
especially in communities and home settings. This work describes the development of
photoelectrochemical (PEC) immunosensor platforms based on SrTiO3 for the detection of
SARS-CoV-2. These platforms are designed by modifying a glass slide coated with a fluorine-
doped tin dioxide (SnO>-F) film — FTO. The first platform consisted of strontium titanate
nanoparticles (SrTiOs; or ST), sulfur-doped graphitic carbon nitride (g—C3N4—S or CNS), and
palladium nanoparticles encapsulated in aluminum hydroxide (PdAIO(OH) or PANPs). The
second platform was based on a composite material composed of SrTiO3; and bismuth vanadate
(B1VOs). The PEC platforms were designated as PANPs/CNS/ST/FTO and BiVO4/SrTiO3/FTO,
and in both photoelectrochemical systems, ascorbic acid (AA) was used as the electron donor
molecule. The chemical, morphological, and electrochemical characterizations were performed
using the following techniques: X-ray Diffraction, Scanning Electron Microscopy, Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy, Transmission Electron Microscopy, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), Raman Spectroscopy, Electrochemical Impedance Spectroscopy, and
Amperometry. The FEQ responses of the platforms were optimized by evaluating the effects of
the donor molecule, buffer nature, pH, antibody concentration, applied potential to the working
electrode and interaction time between the antigen and the antibody. Thus, it was possible to
monitor the decrease in photocurrent of the FEQ platforms containing the spike or nucleocapsid
antigens of SARS-CoV-2. For the PANPs/CNS/ST/FTO platform, an increase in the
concentration of the SARS-CoV-2 Spike antigens from 1 fg mL™ to 1000 pg mL™" was
observed. For the BiVO4/SrTiO3/FTO platform exhibited a linear response range from 0.1
pgmL™ to 1000 ng mL™" for the Spike protein and from 0.01 pgmL™" to 1000 ng mL™" for the
Nucleocapsid protein. The proposed immunosensors were successfully applied to artificial
saliva samples, showing recovery values ranging from 96.20% to 109.65% and 97% to
107.20%, respectively, as well as good selectivity, precision, and accuracy. These results
indicate that the proposed platforms can be considered promising alternatives for the detection

of SARS-CoV-2.

Keywords: SrTiOs; g-C3N4-S, PAAIO(OH), BiVOs4, photoelectrochemical; immunosensors;
SARS-CoV-2.
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e Eap1. 0,0 V vs Ag/AgCl kcisar), contendo 0,3 mol L' de AA........cccoceviiiiiiiiiicccce, 94



Figura 46: Curva de nyquist para a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO na auséncia (espectro preto)
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1. Introducéo

O SARS-CoV-2, virus que causa uma sindrome respiratéria aguda grave, foi detectado
pela primeira vez em dezembro de 2019, causando uma pandemia global e gerando um grave
impacto na vida das pessoas, além de crises econdmicas e na saude publica (Zheng et al., 2022;
Liang Qizhi et al., 2023). A COVID-19 tornou-se um enorme problema de satde publica a qual
jéa infectou mais de 760 milhdes e matou mais de 6,9 milhdes de pessoas em todo o mundo
(Word Health Organization, 2023).

Mesmo com o desenvolvimento das vacinas e as taxas de vacinagdes atuais elevadas,
ainda ha uma grande preocupagdo com a variante SARS-CoV-2, devido ao grande nimero de
alteragdes na glicoproteina, que podem levar ao escape de anticorpos desenvolvidos (Iketani et
al., 2022; Meng et al., 2022). Considerando que o SARS-CoV-2 ¢ uma doenga altamente
contagiosa, o custo elevado de medicamentos e vacinas ndo ¢ suficiente para evitar e controlar
a disseminacao do virus, sendo assim uma triagem para identificar a presen¢a do inibidor, é
fundamental (Luttens et al., 2022). Além disso, hd uma dificuldade no controle e protecao contra
0 SARS-CoV-2, devido ao nimero elevado de individuos infectados assintomaticos (Wei et al.,
2023).

A quinta onda da COVID-19 causada pelo surgimento da variante dmicron, que se
caracteriza por delecdes e mais de 30 mutacdes, trouxe maior transmissibilidade, maior
afinidade de ligagdo viral e escape imunologico. Portanto, ainda existem incertezas quanto ao
comportamento desta variante, inclusive em relacao a imunidade mediada pela vacina (Karim
e Karim, 2021).

Geralmente os sintomas dessa doenga podem surgir entre 2 ¢ 14 dias apos o contagio
e, dentre os sintomas mais comuns, destacam-se a febre, tosse e fadiga. Como sintomas mais
criticos tem-se a pneumonia, dispneia, insuficiéncia respiratoria, choque séptico e/ou faléncia
dos orgaos (Wu et al., 2020, Wei et al., 2023). Neste sentido, o desenvolvimento de métodos
alternativos de deteccdo que sejam rapidos, e eficientes, sdo essenciais para auxiliar na busca
pelo controle dessa doenga, uma vez que o diagnostico precoce e rapido de pacientes infectados
pode retardar a propagacdo desta doenga infecciosa (Yakoh et al., 2021; Morales-Narvaez e
Dincer, 2020).

Atualmente, na literatura sdo apresentados métodos de deteccio de SARS-CoV-2,
baseados em moléculas (Kudo et al., 2020; Suo et al., 2020), métodos soroldgicos (Vernet et al,
2021; Trabucchi et al., 2022) e os biossensores (Carter et al., 2020; Antiochia, 2022; Liang et

al., 2023). A técnica mais utilizada para diagnostico de COVID-19 atualmente € a reagdao em
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cadeia da polimerase por transcri¢do reversa (RT-PCR), uma técnica laboratorial que apresenta
alta sensibilidade e precisdo de resultados (Broughton et al., 2020; Corman et al., 2020; Shen
et al.,, 2020). No entanto, o RT-PCR requer um processo relativamente complicado de pré-
tratamento da amostra e a obtengdo dos resultados demora cerca de 3-4 horas por amostra
analisada (Petralia e Conoci, 2017; Cheong et al., 2020; He et al., 2020; Liu et al., 2022). Além
disso, o teste RT-PCR ¢ caro e requer instalagdes laboratoriais especializadas com
instrumentagdo cara e pessoal bem treinado. No geral, o RT-PCR nao ¢ ideal para testes em
massa da COVID-19, especialmente em paises subdesenvolvidos e comunidades remotas.

Visando, o desenvolvimento de testes rapidos e confidveis, o0s
biossensores/imunossensores eletroquimicos tém atraido uma atengdo consideravel, devido a
suas diversas caracteristicas como facil manuseio, curto tempo de analise, baixo custo, analise
em tempo real e sensibilidade.

Consequentemente, os imunossensores fotoeletroquimicos (FEQ) herdam essas
caracteristicas e tem a possibilidade de detectar biomoléculas por meio da fotocorrente gerada
(Devadoss et al., 2015). Os sistemas fotoeletroquimicos referem-se a conversao de fotons em
eletricidade, através da separacao e transferéncia de carga (Zhang et al., 2012) e baseia-se em
uma fonte de luz utilizada para excitar uma espécie fotoativa, gerando um sinal de fotocorrente,
que ¢ registrado pela estagdo de trabalho (Chen et al., 2022). Os materiais fotoativos sdao
essenciais para a constru¢do de uma plataforma FEQ pois apresentam diversas aplicagoes,
sendo investigado em varias areas como fotocatdlise, eletronica, células fotovoltaicas e
optoeletronicas (Guan et al., 2017).

Dentre os materiais fotoativos € possivel destacar as ceramicas semicondutoras, devido
seu grande potencial extremamente amplo de aplicagdo, além de apresentarem propriedades
ferroelétricas e piezoelétricas (Furuta e Miura, 2010), consideradas uteis em muitas aplicagdes
tecnologicas (Youssef et al., 2021). O titanato de estroncio, SrTiOs, ¢ uma perovskita que
apresenta propriedades fotoquimicas interessantes, além de ser atdxica e apresentar
relativamente baixo custo (Kafeshani et al., 2022). O SrTiOs esta se tornando um material
promissor em aplica¢des de FEQ, porém, o mesmo apresenta algumas desvantagens, como uma
alta taxa de recombinacdo, devido ao seu alto valor de band gap (= 3,2 e¢V), diminuindo,
portanto, a absor¢ao de luz (Abdi et al., 2020). Nessa perspectiva, para solucionar essa limitag¢ao
vérias estratégias foram propostas na literatura para melhorar o desempenho fotocalitico desses
materiais, como a dopagem com outros elementos ou combina¢do com outros materiais

semicondutores.
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Pelo exposto acima, o presente trabalho visa como a principal objetivo a construcio e
desenvolvimento de plataformas imunossensoras FEQs a base de SrTiOs para a deteccdo de
fragmentos do virus SARS-CoV. Neste contexto, a primeira plataforma proposta explorou o uso
de SrTiO3 combinado com o nitreto de carbono grafitico, g-C3N4, dopado com enxofre (CNS)
e nanoparticulas de paladio suportadas em hidréxido de aluminio (Pd/AIO(OH) como
plataforma fotoeletroquimica para deteccdo da glicoproteina espicula do SARS-CoV-2. A
segunda, mostra a eficiéncia e desempenho fotocatalitico, através do SrTiO3; modificado com
vanadato de bismuto, BiVOs, cuja combinacao desses materiais permitiu uma maior absor¢ao
eficiente de luz visivel, possibilitando a detec¢cdo da glicoproteina espicula e nucleocapsideo de
SARS-CoV-2. Por ultimo, ¢ importante destacar que a identificacdo e determinacdo das
proteinas exigiu a utilizagdo de uma pequena quantidade de amostra, apenas 10 uL, em tempo
de incubacao de 30 e 20 minutos respectivamente. Outro ponto bastante relevante deste trabalho
foi a utilizagdo do sistema fotoeletroquimico de baixo custo onde empregou-se uma caixa
artesanal com encaixe para a lampada LED visivel de baixa poténcia (36 W) adquirida em

comércio local.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Doencas Virais e 0s agravos a satde humana

Entre as principais enfermidades que impactam significativamente as condigdes de
vida de uma populacdo, aquelas causadas por virus se destacam por sua notdria dificuldade de
controle e elevado poder destrutivo. O Brasil por sua vez, passa por continuas transformacdes,
principalmente em relacdo ao crescimento populacional e urbanizacdo. Grande parte da
populacédo passou a viver em cidades e/ou centros urbanos (Waldman et al., 2016) nos quais
ocorrem problemas, como a disseminacdo de doencas, que costuma ocorrer de forma muito
mais rapida.

No Brasil, um dos grandes problemas da saude publica sdao as doengas transmissiveis
endémicas-epidémicas devido as condigdes demograficas, socioculturais, econOmicas e
politicas do pais. Basicamente o desenvolvimento das doencas virais se inicia quando alguns
casos dessa doenca passam a evoluir gerando um surto que ¢ definido como a elevagao do
numero de casos da doenca em determinado periodo. Apds essa fase transforma-se em uma
epidemia, que ocorre quando ha um aumento no nimero de casos de uma doenga em vérias
regides, mas sem uma escala global e por fim, se ndo controlada adequadamente, uma epidemia
pode se tornar uma pandemia, que € caracterizada pela disseminagdo geografica da doenca em
escala global, afetando multiplos paises e continentes (Moreira et al., 2022).

Nesta perspectiva, pesquisas que auxiliem na determinacdo das causas, meios de
contagios e tratamentos tém sido desenvolvidas constantemente para melhor lidar com as
doencas virais. Vale ressaltar que as vacinas tém sido a principal forma de prevencao, apos
passar pela fase de teste, € uma vez aprovadas por Orgdos competentes, t€m alto valor de
seguranca e de importancia (Martins et al., 2019; Moreira et al., 2022). Entretanto ¢ importante
ressaltar que o diagndstico e controle dessas doencas sdo considerados fundamentais. O
diagnostico da doenga € a base para a escolha do tratamento correto, ¢ um processo pelo qual o
profissional da satide define se o paciente tem determinada doenga com base em dados como
os sintomas, reagdes adversas e resultados de exames (Han et al., 2023).

Portanto, estes fatores tém contribuido para o interesse de pesquisadores no mundo
inteiro a desenvolverem novos métodos que possam auxiliar no reconhecimento dessas
doengas, como ¢ o caso de doencas virais como a COVID-19 (Huang et al., 2020; Zhou et

al.,2020).
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2.1.1 COVID-19

A Covid-19 ¢ uma doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, o qual surgiu em
dezembro de 2019, em Wuhan na China e cruzou rapidamente as fronteiras se espalhando pelo
mundo devido a uma populacio global interdependente e altamente mével (Nunoo-Mensah et
al., 2020). No Brasil, o registro do primeiro caso ocorreu em 26 de fevereiro de 2020 no estado
de Sao Paulo e em 11 de marco de 2020, a Organizagdo Mundial de satde (OMS), declarou
emergéncia global (Pandemia), gerando um grande impacto em todo o mundo (Insaidoo et al.,
2023).

O SARS-CoV-2 ¢ um virus do acido ribonucleico (RNA) cujo genoma contém menos
de 30.000 nucleotideos, cada um deles formado por uma molécula de agucar (ribose), um acido
fosforico e uma base nitrogenada. Aproximadamente 29 diferentes proteinas virais podem ser
identificadas. As mais relevantes sdo a glicoproteina espicula, também conhecida como proteina
S e a proteina N, referente ao nucleocapsideo viral. A glicoproteina espicula permite a entrada
do virus na célula hospedeira pela ligagdo ao receptor celular e a fusdo da membrana,
paralelamente, a proteina do nucleocapsideo, por sua vez, regula o processo de replicagdo viral
(Uzunian, A. 2020). A representagdao esquematica referente a estrutura do virus SARS-CoV-2

¢ apresentada na Figura 1.

Figura 1: Tlustracao da estrutura do virus SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptada de Li et al., 2020.

Neste sentido, a entrada do virus na célula do hospedeiro ocorre através da interagao
entre a proteina espicula e o receptor de superficie celular, conhecido como enzima conversora

de angiotensina 2 (ACE2), a qual estd presente nas células do trato respiratorio dos seres
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humanos. Apds esse processo ocorre a replicacdo viral que gera a destruicdo da célula
hospedeira (Brito et al., 2020).

A transmissdo do SARS-CoV-2 costuma ocorrer pelo ar ou contato fisico com
individuos contaminados através de goticulas de saliva, espirros, tosse, objetos ou superficies
contaminadas. Geralmente o periodo de incubacdo dessa doenca é de 5 a 12 dias e a
transmissibilidade ocorre em média 7 dias ap6s o inicio dos sintomas ou até mesmo sem 0
aparecimento dos sintomas, em situa¢fes que o individuo é assintomatico (ndo manifesta os
sintomas).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os sintomas iniciais da
doenca sdao semelhantes a um quadro gripal, variando de individuo para individuo. Dentre os
principais sintomas destacam-se o mal-estar, febre, fadiga, tosse, dispneia leve, anorexia, dor
de garganta, dor no corpo, dor de cabeca ou congestao nasal, sendo que em algumas situagdes
também podem ocorrer diarreia, nausea e vomito (Iser et al., 2020).

Nas situacdes mais graves da doenca, o paciente com o virus SARS-CoV-2 pode
apresentar insuficiéncia respiratéria, alem de disfun¢ao de multiplos 6rgdos e pneumonia grave,
entretanto, quando ha necessidade de suporte respiratorio e internagdes em unidades de terapia
intensiva indicando um estagio mais critico da COVID-19 (Li et al., 2020).

Sabe-se que todo virus pode sofrer mutacdo com o tempo e, quanto mais
oportunidade possui de ser disseminado maior € a possibilidade de se replicar. Atualmente ja
existem milhares de mutacdes genéticas do virus SARS-CoV-2, nesta perspectiva, medidas
rapidas e conscientes para preservar a populacao sdo necessarias para diagnosticar e controlar
essa doenga. Tais medidas, embasadas em uma sélida base cientifica, podem garantir o
fortalecimento de acdes estratégicas para o enfrentamento da COVID-19 (Brito et al., 2020).
Assim, o profundo impacto global na satde e na economia causada pela pandemia de SARS-
CoV-2, despertou grande atencdo para a necessidade de diagndsticos precoces de baixo custo

para doengas virais e a preparacao para futuros surtos.

2.1.2 Técnicas de Detec¢cdo da COVID-19

A organizacdo Mundial de satide decretou que o diagnéstico padrdo ouro para
identificagdo do virus SARS-CoV-2 ¢ realizado pela Técnica do RT-PCR, na qual vem sendo
realizado por laboratorios de andlises clinicas por todo o mundo. A RT-PCR ¢ uma técnica de
reagdo em cadeia da polimerase com transcri¢ao reversa com amplificacdo em tempo real. As
amostras utilizadas nessa andlise sdo coletadas pela secrecdo respiratéria do trato inferior

(Nogueira e Silva, 2020).
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A RT-PCR ¢ uma técnica que apresenta uma sensibilidade (aproximadamente 86%)
e alta especificidade (acima de 95%), sendo considerado o método mais eficaz de deteccdo, no
entanto, o resultado negativo em RT-PCR nao descarta a possibilidade de infec¢do pelo virus.
Neste sentido, ¢ recomendado e necessario que o resultado seja combinado com observagdes
clinicas, bem como assegurar que os resultados da amostra foram analisados de forma correta
(Pavido et al., 2020). E importante ressaltar que o teste de RT-PCR requer equipamentos
especiais e existem dificuldades como coleta e transporte de amostras cujos resultados variam
de algumas horas a alguns dias. Assim, a baixa sensibilidade do teste RT-PCR faz com que o
diagnostico e o tratamento de muitos pacientes com COVID-19 atrasem e continuam infectando
a comunidade devido a alta transmissao do virus (Ozkarafakili et al., 2022).

Outra forma de deteccao para diagnostico da Covid-19 sdo os exames sorologicos,
que se baseiam na ligacao de antigenos e anticorpos IgA, IgM e/ou IgG e sdao executados por
metodologias de ensaio imunoenzimatico (ELISA), quimioluminescéncia (CLIA),
eletroquimioluminéscéncia (ECLIA), teste por protedOmica (espectrometria de massa) e
imunocromatografia (testes rapidos). Estes testes foram desenvolvidos como métodos
complementares de diagndstico, pois podem fornecer informagdes sobre infecgdes recentes ou
anteriores.

Alguns estudos relataram que os testes sorologicos apresentam alta sensibilidade,
variando de 96% a 98%, porém os mesmos demostraram apresentar melhor precisao quando
combinados com o PCR (Peeling et al., 2020; Deeks et al., 2020; Chen et al., 2021). Além disso
a alta sensibilidade desses testes ¢ limitada em certos estagios da doenga, principalmente nos
estagios iniciais, pois os anticorpos IgM na qual sdo produzidos no inicio do desenvolvimento
da doenca, podem levar alguns dias para serem detectaveis, resultando muitas vezes em falsos
negativos (Bastos et al., 2020).

A Figura 2 apresenta os tipos de testes que sdo disponibilizados a populacdo
atualmente. Embora esses testes tenham sido uma ferramenta muito importante no controle da
pandemia, apresentam algumas desvantagens como dependéncia de amostras de alta qualidade,
custo elevado, equipamentos de alta qualidade, tempo elevado de analises, sensibilidade e

especificidade variavel (Watson et al., 2020; Lima et al., 2020).

27


https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/therapeutic-procedure
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1201971221000266#bib0025

Figura 2: Tipos de testes atuais para deteccao de Covid-19
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Atualmente, os testes de RT-PCR, considerados “padrao ouro”, sio amplamente
aceitos, pois oferecem muitas vantagens tornando-se técnicas de diagnostico que salvam vida,
mas ¢ importante salientar que, devido aos seus altos custos, processo demorado, varias etapas
de analise e necessidade de profissionais altamente qualificados, podendo nao ser uma técnica
adequada para monitoramento de amostras em larga escala.

Neste contexto, visando aumentar a sensibilidade, especificidade e rapidez dos testes
para deteccao de SARS-CoV-2, varios métodos analiticos tém sido desenvolvidos e
aprimorados, além de ser uma area de pesquisa ativa no controle, combate e diagnosticos de
doencas virais. Dentre esses métodos, ¢ possivel citar os métodos eletroquimicos os quais
empregam os imunossensores que tém sido amplamente utilizados devido seu potencial para

serem em aplicados em diferentes tipos de amostras.

2.1.3 Métodos eletroquimicos: Imunossensores aplicados na deteccdo de Doengas Virais

Os métodos eletroquimicos utilizam fendmenos elétricos e reagdes quimicas, € sao
considerados poderosas ferramenta para resolucdo de problemas, especialmente por causa de
algumas caracteristicas vantajosas como a elevada sensibilidade das determinagdes, custo
moderado e portabilidade (Lowinsohn e Bertotti, 2006). Neste sentido, muitos pesquisadores
tem desenvolvido imunossensores eletroquimicos para detec¢do de virus. Alguns desses
trabalhos serdo descritos a seguir:

Han et al., 2016 relataram em seu trabalho um imunossensor multidetectavel baseado
em nanobastdes de ZnO o qual foi desenvolvido para detectar simultaneamente e
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quantitativamente trés subconjuntos do virus influenza A: HIN1, HSN1 e H7NO. As analises
de regressdo linear das correntes amperométricas demonstraram medidas com boa linearidade,
variando de 1 pg mL™" a 10 ng mL! e um limite de detec¢io de 1 pg mL™!. Logo o imunossensor
proposto pode ser considerado uma alternativa viavel para detectar varios biomarcadores,
incluindo o virus influenza A, com alta seletividade e baixo limite de detec¢ao.

Kaushik et al., 2018 desenvolveram um imunossensor eletroquimico para detec¢ao
de proteinas do virus Zika, usando um arranjo de microeletrodos de ouro interdigitados
funcionalizados (IDE-Au). Um chip de imunossensibilidade IDE-Au miniaturizado foi
preparado por meio da imobilizagdo do anticorpo da proteina do virus da Zika. A espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS) foi realizada para medir a resposta elétrica do sensor
desenvolvido em fungao das concentragdes da proteina da Zika. Os resultados dos estudos EIS
confirmaram a detec¢do da proteina e exibiu uma faixa de detec¢dao de 10 pM a 1 nM e um
limite de detec¢io de 10 pM, juntamente com uma alta sensibilidade de 12 kQM *!. Essa
abordagem pode ser considerada uma proposta promissora para detec¢do do virus da Zika.

Mojsoska et al., 2021 desenvolveu um novo biossensor eletroquimico para detec¢ao
do antigeno SARS-CoV-2 Espicula. O sensor consistiu em um eletrodo de trabalho de grafeno
funcionalizado com anticorpos anti-espicula. Testes, utilizando a voltametria ciclica e a
espectroscopia de impedancia eletroquimica, determinaram que o biossensor pode detectar
especificamente a proteina espicula com a concentragao de até¢ 260 nM (20 pg/mL), usando um
tempo de incubagdo de 45 minutos.

Um sensor eletroquimico baseado em nanotubos de o6xido de titanio, TiO.,
funcionalizados com cobalto foi proposto por Vadlamani et al., 2020, para deteccgdo
eletroquimica da proteina SARS-CoV-2, através da deteccao do dominio de ligacao ao receptor
(RBD) da glicoproteina espicula (S). Este estudo envolveu anodizagdo eletroquimica de etapa
Unica para sintetizar os nanotubos de TiO», posteriormente, esses materiais foram
funcionalizados com cobalto (Co-TNT) usando um processo de troca idnica umida. O sensor
desenvolvido foi capaz de detectar a proteina S-RBD do SARS-CoV-2 em uma faixa de
concentracdo muito baixa de 14 a 1400 nM, apresentando uma resposta linear para a
determinagdo das proteinas virais na faixa de concentracdo investigada. O limite de detec¢ao
por este método foi de aproximadamente 0,7 nM e mais vantajosamente, o sensor pode detectar
a proteina S-RBD do virus em um tempo muito curto de resposta (30 s), utilizando a
amperometria.

Com base nos resumos apresentados percebe-se que os sistemas eletroquimicos tém
contribuido enormemente para o desenvolvimento de novos métodos de andlises, por isso, a

busca por métodos inovadores e atrativos tem sido foco de muitos pesquisadores.

29



E evidente que nem os testes “padrdo-ouro” e nem os métodos eletroquimicos
empregando imunossensores para detec¢ao viral sdo sistemas perfeitos para a identificagdo de
COVID-19 e/ou outras doengas, mas esses métodos podem ser considerados complementares
entre si, ¢ havendo uma maior atencdo, pode atender a humanidade numa dificil situagdo que o
mundo venha a enfrentar (Kumar et al., 2022).

Sdo inumeros os materiais que podem ser utilizados no desenvolvimento de
sensores/imunossensores eletroquimicos dos quais destacam-se 0s nanomateriais ceramicos
semicondutores. Estes materiais sdo interessantes por apresentarem caracteristicas como
ferroeletricidade, piezeletricidade, propriedades eletro-Opticas, magneto-Opticas, boa
resisténcia quimica, resisténcia a elevadas temperaturas etc. (Magalhdes et al., 2017). Nos
topicos seguintes serdo abordados temas sobre os materiais cerdmicos a base de perovskitas e

seu ampla gama de possibilidades aplicacdes.

2.2. Ceramicas Perovskitas e suas propriedades

Os materiais ceramicos assumem um papel fundamental em diversas industrias e
aplicacdes tecnologicas devido as suas propriedades singulares e vantagens distintas em
comparagao com outros materiais. Desde os anos de 1940 houve uma extensa dedicacao ao
estudo das propriedades estruturais, quimicas e fisicas dos materiais de perovskita visando obter
materiais para aplicacdes modernas (Bin Adnan et al., 2018).

Em 1839, o mineral perovskita foi descoberto nos montes Urais, localizados na Russia.
As amostras do mineral foram entregues a Gustav Rosen o qual dedicou-se intensamente a
determinagdo das propriedades da perovskita e, em reconhecimento a esse trabalho, nomeou o
mineral em homenagem a Lev Perovski, um proeminente politico e mineralogista russo (Katz,
2020; Nkwachukwu and Arotiba, 2021).

Normalmente, as perovskitas sdao Oxidos metalicos binarios com uma formula
estrutural geralmente representada como ABX3, em que A e B sdo cations e X € o anion que
estabelece ligacdes i0nicas com A e B. Essa estrutura apresenta uma caracteristica notavel: A ¢
posicionado nas arestas do octaedro, enquanto B ocupa o centro do mesmo (Zhu et al., 2014).

A Figura 3 apresenta o modelo ideal para essa estrutura.
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Figura 3: Estrutura para perovskita ABX;

CationB

Fonte: Santos et al., 2015.

O termo "perovskita" foi originalmente utilizado para descrever um mineral composto
por 6xido de calcio e titanio, especificamente denominado de titanato de calcio (CaTiO3)
(Moreira, 2010). Atualmente, esse termo ¢ amplamente empregado para designar uma
diversidade de compostos ABX3 com uma estrutura cristalina idnica semelhante. Dependendo
dos raios i06nicos, a estrutura cubica ideal pode sofrer deformacdes, resultando em estruturas
com menor simetria. A estrutura de perovskita ¢ capaz de acomodar diferentes cations dopantes,
abrindo oportunidades para a alteracao das propriedades do material (Katz, 2020).

Um exemplo destes tipos de 6xidos com estrutura tipo perovskita sao os titanatos (B
= Ti) e dentre eles tem-se o Titanato de Estroncio (SrTiOs) que faz parte de uma classe de
materiais ceramicos dielétricos, semicondutores, exibindo diversas propriedades, como
supercondutividade, ferromagnetismo e alta condutividade térmica. Essas propriedades variam
de uma substancia para outra, resultando em diferentes comportamentos entre os diversos casos,
logo pode apresentar varias aplicabilidades tecnologicas (Santos et al., 2015; Magalhaes et al.,

2017; Nkwachukwu and Arotiba, 2021).

2.2.1 Titanato de Estréncio (SrTiOz3)

O Titanato de Estroncio (SrTiO3), representado na Figura 4, ¢ amplamente reconhecido
e valorizado na ciéncia dos materiais devido as suas propriedades unicas e versatilidade em
diversas aplicagdes. Pertencente a familia das perovskitas, o SrTiO3 possui um grupo espacial
Pm3m (221), com um sistema cristalino cubico em temperatura ambiente (Moreira, 2010). E
um composto de alta simetria em compara¢do com outros titanatos; sua estrutura cristalina ¢
composta por um atomo de titdnio (Ti) localizado no centro da célula unitaria, coordenado por

seis atomos de oxigénio formando um cluster octaédrico TiOs. Os atomos de estroncio (Sr)
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estdo posicionados nos vértices de um cubo cercados por doze d&tomos de oxigénio dispostos no

centro das faces, criando um cubo-octaedro regular (Souza et al., 2010; Moreira, 2010).

Figura 4: (a) Representagdo esquematica dos sitios cubo-octaedrais do SrTiOs; (b)

Estrutura ctubica do SrTiOs.

Fonte: Adaptado Moreira, 2010 e Oliveira, 2013.

Na literatura hd muitos estudos relacionados as propriedades do SrTiOs, tais como:
propriedades termoelétricas (Zavjalov et al., 2022; Azevedo et al., 2023), elétricas (Lacz et al.,
2018), opticas (Karakozov et al., 2021) e ferroelétricas (Pradhan et al., 2021). Neste sentido, o
desempenho de suas aplicagoes, esta relacionado as suas diversas propriedades, além disso ¢
um material de baixo custo, podendo ser obtido por diferentes métodos de sinteses incluindo
fase solida, sol-gel, hidrotérmica e micro-ondas, além de possuir estabilidade térmica em altas
temperaturas (Ferreira, 2018).

De acordo com os estudos feitos por Phoon ef al., (2019), descobriu-se que um dos
principais desafios para os diversos métodos de sinteses para o SrTiOs, ¢ fato de afetar a
morfologia, cristalinidade e tamanho das particulas do SrTiOs, além de serem métodos que
requerem temperaturas extremas. Apesar das sinteses apresentarem desafios, novas técnicas e
abordagens estdo sempre em desenvolvimento, para diferentes tipos de aplicagdes, tornando-se
ainda mais evidentes as vantagens que o SrTiO; apresenta e ressaltando o seu potencial em

diversos campos da ciéncia e tecnologia.
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2.3. Sistemas Fotoeletroquimicos - FEQ’s

Nos ultimos anos, sugiram diversas investigagdes a respeito da interagdo entre a luz,
fluxo de elétrons e reagcdes quimicas. Nesse contexto, um dos avangos mais notaveis tem sido
o desenvolvimento de células fotoeletroquimicas. Esses sistemas, em geral, s3o compostos por
dois componentes fundamentais: um material sensivel a luz, que pode ser a constituido por um
ou mais materiais semicondutores e um eletrolito geralmente ¢ uma solu¢ao aquosa composta
com sais em alta concentracao para diminuir a resisténcia da solugao.

Para determinar quantitativamente as moléculas alvo, sdo adotados alguns processos
de reconhecimento especificos que podem induzir mudangas nos sinais elétricos dos materiais
fotoelétricos ativos sob iluminagdo (Wang et al., 2021). E um sistema que se baseia na fonte de
energia (Luz) e no sinal de deteccdo (fotocorrente) que possui como vantagens a possibilidade
de alta sensibilidade, boa seletividade e rapida resposta (Li et al., 2014; Wang et al., 2021).

Um dos tipos comuns de células fotoeletroquimicas € composto essencialmente por
um eletrodo de trabalho, que pode ser de ouro, ITO (6xido de estanho e indio) ou FTO (6xido
de fluor e estanho), o qual fica em contato direto com o sistema eletronico, estabelecendo uma
conexao com um contra-eletrodo, geralmente de platina. Esses dois eletrodos permanecem
interligados por meio de um eletrolito suporte, que fecha o circuito, e um eletrodo de referéncia,
cuja fungao ¢ controlar o potencial aplicado no sistema (Freires, 2019). Nessa perspectiva, nos
sensores FEQ, uma sequéncia de processos de transferéncia de carga deve ocorrer entre o
analito, o material fotocatalitico e o eletrodo, para que a fotocorrente de saida possa ser
aproveitada de forma eficiente (Devadoss et al., 2015).

O processo de deteccao FEQ ocorre quando um material sensivel a luz (semicondutor)
¢ exposto a fotons de energia igual ou superior ao seu band gap havendo a promogao de elétrons
excitados para a banda de conducdo (BC) e a formacao de lacunas na banda de valéncia (BV).
E necessario que haja um desempenho eficaz para suprimir a recombinagdo do par e/h*
(elétron/lacunas) e assim gerar fotocorrente no sistema (Freires, 2019). O processo de geracao
de fotocorrente consiste em uma corrente anddica, na qual ocorre a oxidacao da espécie em
solucdo e/ou em uma fotocorrente catodica, que ocorre quando a espécie em solucdo atua como

aceitadora de elétrons. A Figura 5, mostra o processo de fotoexcitagdo em um semicondutor.
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Figura 5: Esquema do mecanismo para FEQ para (A) fotocorrente anddica e (B) fotocorrente
catddica.
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Fonte: Yotsumoto Neto, 2019.

Conforme ¢ apresentado na Figura 5, se o analito agir como uma espécie doadora de
elétrons, as lacunas fotogeradas na banda de valéncia do material sdo capturadas, reduzindo a
recombina¢do do par e/h’, logo o fluxo de corrente serd elevado, o que resultard em uma
fotocorrente anddica (Figura 5A). Paralelamente, se o analito agir como uma espécie aceitadora
de elétrons, 0 mesmo captura os elétrons que sao transferidos para a banda de condugdo e reduz
a recombinacdo. Nessa situagdo o fluxo de elétrons € bloqueado, resultando numa fotocorrente
catddica (Figura 5B). Essas correntes sdo proporcionais a concentragdo do analito que interage
com o material semicondutor (Wang et al., 2014; Monteiro, 2017).

Nesse sentido, os sistemas FEQ surgem como uma alternativa moderna e significativa
para analises biologicas, devido suas caracteristicas como boa seletividade e sensibilidade.
Portanto, buscando aprimorar as caracteristicas dos sensores, surgiram os chamados

biossensores/imunossensores FEQ, os quais serdo abordados a seguir.

2.3.1. Imunossensores

A combinagdo de materiais bioldgicos com materiais fotoelétricos promove a
construcdo de dispositivos com diversas carateristicas, permitindo a aplica¢do de um gama de
moléculas. Nesta perspectiva, o biossensor pertencente a classe dos sensores quimicos, ¢ um
dispositivo que fornece informagdes analiticas através de um elemento bioldgico acoplado a

um transdutor cujo processo de detec¢@o se baseia na interagdo especifica entre as moléculas
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de biorreconhecimento e os analitos alvos, produzindo respostas bioldgicas que sdo convertidas
em sinais elétricos (Figueiredo, 2013; Freires, 2019; Lima, 2022).

Os biossensores podem apresentar diversos tipos de agentes bioldgicos, tais como:
enzimas (Zouleh et al., 2023), acidos nucleicos (Quin et al., 2022), microorganismos (Bettaieb
et al., 2007) e antigenos/anticorpos, os quais podem ser denominados imunossensores, que se
definem com interagdes do tipo antigeno-anticorpo (Mostafa et al., 2023; Ke et al., 2024).

Portanto, o imunossensor ¢ um tipo de biossensor baseado na formacgdo de um
imunocomplexo (reagdo imunoldgica), sendo que o antigeno ou anticorpo ¢ imobilizado na
superficie do transdutor (Riccardi et al., 2002). Quando imobilizarmos um anticorpo na
superficie do eletrodo, ele entra em contato com seu antigeno especifico se ligando e formando
um imunocomplexo. Essa ligacdo gera um sinal que € processado pelo transdutor, que pode ser
eletroquimico, oOtico, piezoelétrico entres outros (Riccardi et al., 2002; Figueiredo, 2013). A

Figura 6 apresenta um esquema do processo de reconhecimento do imunossensor.

Figura 6: Representagdo de reconhecimento de um imunossensor padrao.
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Dentre as técnicas mais utilizadas em analises quimicas e deteccdo de substancias em
diversas amostras, destacam-se as técnicas eletroquimicas devido suas diversas caracteristicas
como simplicidade na estrutura do sensor, baixo custo de producdo, possibilidade de
miniaturizacdo do sistema sendo capaz de atingir baixos limites de deteccdo mesmo com
pequenos volumes de amostra (Figueiredo, 2013; Zhang et al., 2023).

Nos imunoensaios eletroquimicos o anticorpo ou o antigeno ¢ imobilizado na
superficie do eletrodo, em seguida o mesmo interage ou com o antigeno ou com anticorpo,
dependendo de quem est4 sendo imobilizado gerando um sinal eletroquimico.

Na literatura sdo reportadas duas estratégias diferentes para o imunoensaio
eletroquimico, uma se baseia na intera¢do anticorpo-antigeno, onde o antigeno ¢ imobilizado
sobre um anticorpo (ou vice-versa) ja adicionado na superficie do eletrodo e a imunorreagdo ¢

completada. A outra estratégia ¢ a intera¢@o anticorpo-antigeno, do tipo sanduiche, onde ocorre
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um acoplamento de diferentes marcadores a um anticorpo secundario (Abdorahim et al., 2016;
Rusling et al., 2010).

Dentre essas estratégias para o imunoensaio eletroquimico, a interagdo antigeno-
anticorpo foi a utilizada nesta pesquisa uma vez que a mesma tem se destacado em varias areas,
dentre elas podemos destacar os imunossensores fotoeletroquimicos, os quais sao
particularmente tteis em aplicagcdes de diagnostico, monitoramento ambiental e pesquisa
biomédica. Portanto, utilizou-se os anticorpos Espicula e Nucleocapsideo (anticorpo
monoclonal recombinante que reconhecem a glicoproteina SARS-CoV-2 Espicula e/ou

Nucleocapsideo), para detec¢do de SARS-CoV-2, o agente causador do COVID-19.

2.3.2. Imunossensores FEQ

Os imunossensores FEQ sdo considerados eficientes para deteccdo sensivel de
moléculas biologicas, ions, células e bactérias (Wang et al., 2023) sendo favorecidos pela sua
alta especificidade, sensibilidade e estabilidade. Neste sentido, esta técnica mudou
significativamente o método tradicional de imunoensaios € passou a integrar as vantagens
dos imunoensaios tradicionais com as caracteristicas dos biossensores (Bai et al., 2023).

Por meio dos imunossensores FEQ ¢ possivel reduzir o tempo de analise, simplificar
o procedimento de determinacao, além de melhorar a precisao e a especificidade do ensaio, o
que os tornam adequados para uma ampla gama de aplicacoes (Jia et al., 2021; Bai et al., 2023).

A deteccao de moléculas estd inteiramente vinculada ao processo de conversao
fotoelétrica, no qual tanto o sinal de entrada quanto o de saida sdo representados por duas formas
distintas de energia: a luminosa e a elétrica. O sistema FEQ incorpora as vantagens das analises
eletroquimicas e opticas destacando-se pela sua operacao simplificada, mas também pelo uso
de equipamentos acessiveis, sinal de fundo claro e baixo limite de detec¢ao (Zhao et al., 2021;
Bai et al., 2023).

A sensibilidade e estabilidade do imunossensor FEQ esta diretamente relacionado ao
material fotoeletricamente ativo, nessa perspectiva a sele¢ao do material ¢ uma etapa de extrema

importancia, visto que esses materiais podem melhorar o desempenho das plataformas (Cui et

al., 2022).

2.3.3. Materiais fotoeletricamente ativos

Um sistema FEQ tipico consiste basicamente em cinco componentes: a fonte de luz, o

fotoeletrodo, contra-eletrodo, eletrodo de referéncia e eletrolito. Entre eles € possivel destacar
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o fotoeletrodo (fotoanodo ou fotocatodo), que geralmente se caracteriza como um material
semicondutor com capacidade de resposta a luz e um substrato condutor (Tong et al., 2024).

Os materiais fotoelétricos, quando excitados sob iluminacgdo, fazem com que os elétrons
fotogerados promovam a separagdo dos pares elétron-buraco gerando o sinal analitico desejado
(fotocorrente) (Zhang Xinyu et al., 2023; Tong et al., 2024).

Nessa perspectiva, as propriedades dos materiais utilizados para modificagdo das
plataformas estdo fundamentalmente relacionadas a magnitude do sinal analitico. Portanto para
a escolha dos materiais semicondutores leva-se em consideracao tanto o processo de conversao
de energia quanto a capacidade de fixacao das biomoléculas (anticorpo/antigeno) (Zhao e Ding,
2019).

Dentre os materiais semincondutores mais populares incluem o6xidos metalicos
tradicionais, sulfetos metalicos, nitretos, sistemas de prata e 6xidos contendo bismuto, bem
como polimeros e perovskitas (Tong et al., 2024). As perovskitas apresentam propriedades
notaveis, tais como altos coeficientes de absorcdo Optica, band gaps ajustaveis, longos
comprimentos de difusdo de portadores de carga e baixa condutividade térmica (Tang et al.,
2023). Essas caracteristicas tem gerado avancos significativos na ciéncia, tais como cé¢lulas
solares, LEDs, lasers, geradores termoelétricos, fotodetectores e fibras Opticas (Tang et al.,
2023). Uma das classes de perovskitas mais investigadas, ¢ a base de titanatos (BaTiOs e
SrTiO3) por possuirem diferentes propriedades como supercondutividade, efeito fotovoltaico,
emissao de luz azul, além de um ampla gama de aplicagdes (Gillani et al., 2021). Entretanto, o
SrTiO3; tem um grande valor de band gap (3,20 eV — 3,25 eV) o que ndo ¢ adequado para
absor¢ao eficiente do espectro solar, levando a um desempenho fotoeletroquimico ruim e uma
rapida recombinacao dos portadores de cargas (Wahl et al., 2008, Liu et al., 2022; Gillani et al.,
2021). Logo, para solucionar essas limitacdes varias estratégias ja foram propostas na literatura
para melhorar o desempenho fotocalitico dos materiais, como a dopagem com outros elementos
ou combinagdo com outros materiais semicondutores.

Dessa forma, alguns materiais fotoativos tém se mostrado atrativos devido seu baixo
custo, alta cristalinidade, durabilidade, boa estabilidade, facilidade de sintese e atoxicidade,
além de apresentar band gaps menores. Com base nisso, neste trabalho explorou-se a
combinacdo e sensibilizacdo do SrTiO3, com materiais semicondutores, com objetivo de obter

um melhor desempenho no sinal analitico.
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2.3.4. g-CaN4-S (CNS)

Um nanomaterial de carbono que tém recebido muito destaque nas pesquisas atuais, ¢ o
nitreto de carbono grafitico (g-C3Ns). Sua alta atividade fotoluminescente e consideravel
estabilidade quimica e térmica tem sido amplamente explorada (Ramezani et al., 2021).
Apresenta um band gap de aproximadamente 2,7 eV, permitindo a possibilidade de se trabalhar
na regido da luz visivel. A sua estrutura é composta por carbono e nitrogénio na proporg¢ao de
4/3 unidos por ligagdes covalentes em unidades de triazina (Veisi et al., 2023; Madhoush et al.,
2023).

Neste sentido, a diferenga de eletronegatividade entre os atomos de carbono e nitrogénio
presentes no g-C3N4 provoca uma carga parcial que confere caracteristicas especificas a este
material, como alta estabilidade térmica, quimica e mecanica (Madhoush et al., 2023).

Cabe ressaltar que embora o g-C3N4 apresente uma atividade fotocatalitica baixa devido
a rapida taxa de recombinacdo de pares elétron-lacunas fotogerados e a utilizagao limitada da
energia solar, varias estratégias vém sendo desenvolvidas para melhorar o desempenho
fotocatalitico, dentre essas estratégias ¢ possivel destacar a dopagem com outros elementos

(Wang et al., 2018; Ramezani et al., 2021).

Wang et al., 2018, desenvolveram um estudo, na qual observou que a dopagem foi uma
estratégia eficiente para melhorar a atividade fotocatalitica e ajustar a estrutura eletronica do g-
C3Ny, as propriedades eletronicas e Opticas indicaram que a dopagem com enxofre (S) melhorou
de forma significativa o desempenho catalitico do g-C3N4. Seus resultados sugerem que o g-
C3N4 dopado com S, como fotocatalisador € favoravel para promover a separacdo de cargas,
inibir a recombinagao e-/h+, além de prolongar a vida 1til dos portadores de carga, aumentando
assim a eficiéncia fotocatalitica em compara¢do com g-C3Ny, sem a dopagem. Além de Wang
et al outros pesquisadores também doparam o g-C3Nscom o S e os resultados do ponto de vista
analitico foram muito interessantes (Mohammad et al., 2020; Zhu et al.,2023).

Inspirado no mencionado acima, o g-C3N4 dopado com S, pode otimizar a estrutura do
g-C3Ny tanto do ponto de vista da fotofisica quanto da fotoquimica, melhorando assim a

absorcao de luz e a eficiéncia de separacdo de cargas.

2.3.5. Pd/AIO(OH) -(PdNPs)

As nanoparticulas (NPs) de Pd/AIO(OH) sdo disponiveis comercialmente e tem

despertado o interesse de pesquisadores em diversas 4reas que tratam
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da alquilagdo de cetonas com 4lcoois, redu¢do de olefinas e resolugdo cinética dindmica
de aminas primarias (Kara et al., 2016).

Os nanomateriais a base de Pd passaram a ser amplamente utilizados como
eletrocatalisadores devido as suas vantagens inerentes, como alta mobilidade eletronica, sitios
ativos abundantes, alta propor¢ao de aspecto e propriedades eletronicas unicas (Li et al., 2005;
Tronto et al., 2006; Dominguez-dominguez et al., 2008; Xu et al., 2022). Além disso, esses
materiais s3o amplamente utilizados como nanoparticulas suportadas em varios materiais para
se obter nanoparticulas de palddio com alta estabilidade e uma elevada relagcdo superficie-
volume (Choudary et al., 2002; Yang et al., 2008; Gniewek et al., 2008).

Estes materiais a base de nanoparticulas de paladio tém sido explorados em reacdes
cataliticas e eletrocataliticas de muitas espécies (Trzeciak e Augustyniak, 2019; Xu et al., 2022).
Neste sentido, neste trabalho as nanoparticulas de Pd foram empregadas com o objetivo de
melhorar a oxidagdo eletroquimica da molécula doadora (Wu et al., 2012).

Baseado no exposto acima, a primeira plataforma fotoeletroquimica, explora o uso do
SrTiO3; combinado com g-C3N4 dopado com enxofre e nanoparticulas de paladio suportadas em

hidréxido de aluminio para deteccao do SARS-CoV-2.

2.3.6. BiVO4

O Vanadato de Bismuto (BiVOs), atraiu um interesse significativo devido as suas
propriedades excepcionais com band gap de 2,4eV, resisténcia a corrosdo, baixa toxicidade e
uma excelente resposta a luz visivel, este material possui a capacidade de absorver 11% do
espectro solar (Lotfi et al., 2023).

O BiVOys apresenta uma alta taxa de recombinagdo de elétrons-lacunas fotogeradas,
resultando em aplicagdes restritas nas areas de engenharia de superficie como deposicao de
metal, dopagem e constru¢do de nanocompositos. Este material fornece propriedades
fotoeletroquimicas que ampliam a faixa de absor¢ao de luz visivel e acelera o transporte de
portador de carga (Wang et al., 2013; Pan et al., 2023).

Na literatura sdo relatados varios métodos de sintese para a obten¢ao do BiVO4, como
rotas hidrotérmicas, métodos sol-gel, estratégias de co-precipitacio e reagdes de estado solido,
entretanto esses métodos consistem em sinteses demoradas e a grande maioria faz uso de
surfactantes e aditivos organicos (Lotfi et al., 2023). Neste trabalho buscou-se rota de sinteses
mais relativamente simples e diretas utilizando procedimentos desenvolvidos por Mascaro et

al., 2015 e Prado et al., 2018.
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Devido a sua baixa atividade fotocatalitica sob luz visivel resultante da rapida
recombinacgdo de elétrons e lacunas fotogerados, pesquisadores tém buscado melhorar sua
atividade fotocatalitica (Malathi et al., 2018) através da combina¢do com outros materiais
(Monteiro et al., 2023). O uso combinado de BiVO4 e SrTiO3 mostrou resultados promissores
para aplicagdes fotocataliticas (Li et al., 2017) e decomposi¢do da dgua (Wang et al., 2020),
com essa perspectiva, a combinagdo BiVO4 /SrTiOs foi usado pela primeira vez, para construir

imunossensores FEQ para detecgdo de SARS-CoV-2.
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Capitute 5




3. Metodologia

3.1. Reagentes e Solugdes

Todos os produtos quimicos foram de grau analitico sem etapas de purificacdo. Os
reagentes utilizados foram fosfato dissdédico (Na,HPOj4), hidréxido de sédio (NaOH), acido
borico (H3BOs3), acido acético (CH;COOH), hidréxido de sédio (NaOH), acido ascorbico
(Ce¢HgOs, denominado AA), acido fosforico (H3POs), fosfato de sédio monobasico (NaH2POs),
acido citrico (CsHgOy), etilenoglicol, acido cloridrico (HCl) e cloreto de potéssio (KCI) foram
todos adquiridos pela Isofar — Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda. O titanato de
estroncio (SrTiOs3), nanoparticulas de paladio aprisionadas em matriz de hidroéxido de aluminio
(Pd/AIO(OH)), 2-[4-(2-hidroxietil) piperazina-1-il] etano sulfonico (HEPES), TRIS-
(hidroximetil) amino metano, piperazina-N, N'-bis (4acido 2-etanossulfonico)- (PIPES),
glutaraldeido (5%), quitosona (1%), albumina de soro bovina (BSA) (1%), vanadato de amodnia
(NH4VO3), nitrato de bismuto (BiNO3)3.5H>0O), ferricianeto de potéassio (K3[Fe(CN)g]) e
tioureia (CH4N>S) foram adquiridos na Sigma-Aldrich Chemical. Anti- SARS-CoV de
glicoproteina espicula (Ab273074), nucleocapsideo (Ab272852) e a glicoproteina SARS-CoV-
espicula (Ab272105) e nucleocapsideo (Ab273530) foram adquiridas na Abcam. O etanol foi
adquirido na Merck. As solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada obtido pela

GEAKA Ultrapurifier.

3.1.1. Preparo das SolucGes Tampdes

Foram preparadas e testadas diferentes solu¢des tampoes (Fosfato - TF, Mcilvaine -
MCYV, Britton-Robinson - BR, HEPES, PIPES e TRIS) em concentra¢do molar de 0,1 mol L ™!
e pH = 7,0. Todas Para todas as solugdes tampodes, utilizou-se um pHmetro KASVI modelo

K39214B, o procedimento realizado para cada solugao esta descrito na tabela 1.
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Tabela 1: Procedimento experimental de preparo das solugdes tampoes.

Solucbes Tampdes Procedimento de Preparo

Para o preparo utilizou-se o fosfato de sodio
Fosfato (TF) monobasico (NaH:POs), ajustando o pH
com hidréxido de s6dio (NaOH) 10%.

o Para este tampdo, utilizou-se o fosfato
Mcilvaine (MCV)

dissodico (Na;HPO4), ajustando o pH com
a solucdo de acido citrico (CsHsO7) 10%.

O preparo deste tampdo, foi realizado pela
mistura de &cido bérico (H3BOs), acido
Britton-Robinson (BR) fosforico (HsPOs) e acido acético
(CH3COOH), ajustando o pH com
hidroxido de sodio (NaOH) 10%. A solugéo
final ficou em 0,1 mol L.

Para o preparo do tampdo, utilizou-se o 2-
HEPES [4-(2-hidroxietil) piperazina-1-il] etano
sulfénico (HEPES), ajustando o pH com
hidroxido de sodio (NaOH) 10%.

Para este tampdo, utilizou-se o TRIS-

TRIS (hidroximetil) amino metano, ajustando o
pH com &cido cloridrico (HCI) 10%.

Neste tampao, utilizou-se o piperazina-N,
PIPES N'-bis (acido 2-etanossulfénico) - (PIPES),

ajustando o pH com hidroxido de sédio
(NaOH) 10%.

3.2. Sintese dos materiais utilizados na construcéo da plataforma fotoeletroquimica - FEQ

3.2.1. Sintese do nitreto de carbono grafitico dopado com enxofre (g-CsNs-S ou CNS)

O nitreto de carbono grafitico dopado com enxofre (g-C3Ns-S ou CNS) foi sintetizado
usando-se a Tiouréia, como um precursor sob condi¢cdes de aquecimento de alta temperatura

numa mufla, conforme descrito por Mohammad et al., 2020. Resumidamente, pesou-se uma
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certa quantidade do precursor (5,0 gramas), levou-se para o forno mufla, mantendo-se a
temperatura a 550 °C por 2 h, em seguida a amostra foi resfriada a temperatura ambiente. Entdo,
um produto amarelo de g-C3Ns-S foi obtido, sendo moido na forma de um p6 fino, conforme

apresentado na Figura 7.

Figura 7: Representagdo esquematica da produgdo do g-C3Ns-S ou CNS.
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3.2.2. Sintese do vanadato de bismuto - (BiVOa)

O procedimento de sintese do BiVOs foi realizado de acordo com Prado et al., 2018,
realizando-se apenas algumas adaptagdes. Primeiramente, pesou-se uma massa 0,4850 g de
(BiNO3)3.5H>0, a qual foi transferida para um tubo Falcon contendo SmL de Etilenoglicol e
deixado sonicar por 40 minutos, formando entdo a solucao 1. Posteriormente, pesou-se 0,1175
g de NH4VOs e transferiu-se para um tubo Falcon contendo SmL de agua deionizada. Essa
solu¢ao foi deixada em banho maria até a dissolugcao completa dos solidos obtendo-se a solugao
2. Logo, a solugdo 2 foi adicionada lentamente a solucdo 1 sob agitacdo constante durante um
tempo de 30 minutos. Em seguida o material foi centrifugado e, ap6s a centrifuga¢do o
sobrenadante foi retirado permanecendo apenas a suspensao de vanadato de bismuto (BiVOy4)

de cor amarelada. Um esquema do procedimento de sintese ¢ apresentado na Figura 8.
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Figura 8: Representagdo esquematica da produgao do BiVOs.
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3.3. Construcéo das plataformas fotoeletroquimicas-FEQ’s e Preparo dos imunossensores
para SARS-CoV-2

3.3.1. Plataforma FEQ PdNPs/CNS/ST/FTO

Para a construgcdo da plataforma FEQ, representado na Figura 9, primeiramente o
eletrodo de FTO foi limpo com etanol e agua, posteriormente, pesou-se 3 mg de SrTiO3
(denominado ST), 1 mg de CNS e 3 mg de Pd/AIO(OH) (representados como PdNPs) e em
seguida esses materiais foram dispersos em 20 pL de 4gua deionizada para posterior mistura e
homogeneizagdo. Em seguida, uma aliquota de 20 puL dessa suspensao foi retirada e colocada
diretamente na superficie do eletrodo FTO, que foi seco a temperatura ambiente e levado a
chapa de aquecimento a uma temperatura de 350°C por 30 minutos, formando assim um filme

composto pelo material compdsito PANPs/CNS/ST na superficie da plaquinha de FTO.
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Figura 9: Representagdo esquematica da construgdo da plataforma PANPs/CNS/ST/FTO
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3.3.2. Plataforma FEQ BiVO4/SrTiO3/FTO

Inicialmente, o substrato de FTO foi imerso em etanol e sonicado durante 10 minutos
e em seguida limpo com agua deionizada. Esse procedimento foi realizado com o proposito de
retirar impurezas ou espécies adsorvidas na superficie do eletrodo. Para o preparo da plataforma
BiVO4/SrTiO3/FTO, primeiramente pesou-se 10 mg de SrTiOs e dispersando-a em 20 uL de
agua deionizada. Em seguida adicionou-se 20 pL da suspensdo de BiVOs a suspensdo anterior
e, dessa mistura, retirou-se 20 pL para adiciona-la na superficie do eletrodo de FTO, que por
sua vez foi deixado secar a temperatura ambiente e levado para a chapa aquecedora a 100 °C
por 30 minutos. Por fim, o eletrodo de FTO modificado com BiVO4/SrTiOs foi levado para a
mufla a 500°C por 1 hora, formando assim o sensor fotoeletroquimico BiVO4/SrTiO3/FTO. A

Figura 10, mostra a representacao esquematica do procedimento realizado.
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Figura 10: Esquema de modificagdo do FTO com BiVO4/SrTiO3/FTO
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3.3.3. Preparo dos Imunossensores FEQs PANPS/CNS/ST/FTO e BiVO4/SrTiOz/FTO

Para a imobilizacdo das plataformas FEQs modificadas com PdNPs/CNS/ST ou
BiVO4/SrTiOs, primeiramente, preparou-se uma solucao estoque de anticorpos de SARS-CoV-
2 de 10 pg mL?, dissolvendo-a em tampao fosfato pH 7,4. Em seguida as dilui¢Ges das solucdes
estoques foram realizadas para as seguintes concentracdes: 1, 2,5 e 5 ug mL* para a plataforma
PANPs/CNS/ST/FTO ou 1, 3, 5e 7 ug mL* para a plataforma BiVO4/SrTiOs/FTO.

Para modificacdo das plataformas com anticorpos SARS-CoV-2 (espicula (S) ou
nucleocapsideo (N)), representado na Figura 11, inicialmente a solug¢do 1 foi preparada pela
mistura de 15 pL de quitosana (1%), com 15 pL de glutaraldeido (5%). Em seguida, 10 uL
dessa solucdo 1 foram retirados e misturados a 10 pL da solucdo de anticorpos de SARS-CoV-
2 — (5 pgmL"! ou 3 pg mL!), para assim formar a solugdo 2. Nesse sentido, 10 uL da solugdo
2 foram retirados e adicionados na superficie da plataforma PdANPs/CNS/ST/FTO ou
BiVO4/SrTiOs/FTO, a plataforma modificada com anticorpos de SARS-CoV-2 foi deixada para
secar durante 30 e/ou 20 minutos, respectivamente. Apos esta etapa, 10 pL. de BSA (0.5% ou
1%) foram adicionados a plataforma, deixado em repouso por um tempo de 10 minutos,
posteriormente a plataforma foi imersa em 4gua, para remover espécies adsorvidas, obtendo o

1Imunossensor Anti-SARS-CoV-2/PdANPs/CNS/ST/FTO ou Anti- SARS-COV-
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2/BiVO4/SrTiO3/FTO. A interacdo imune de reconhecimento antigeno-anticorpo foi realizada

30 ou 20 minutos.

através da imobilizagdo de 10 pL de antigenos SARS-CoV-2, sob a superficie transdutora por

Figura 11: Representagdo esquematica da construgdo dos imunossensores FEQ’s.
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3.4. Caracterizacdo morfologica e espectroscépica dos materiais que compdem as
plataformas FEQ’s

Para caracterizar os materiais deste estudo foram empregadas diversas técnicas, pois
sabe-se que essas analises sdo fundamentais para compreender as estruturas, propriedades e
composi¢do dos materiais. A seguir, descreveremos as técnicas de caracterizagdo utilizadas

neste trabalho.

3.4.1. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A historia da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) teve inicio com o trabalho
de M. Knoll em 1935, quando ele delineou os principios conceituais dessa técnica inovadora
(Knoll, 1935). No ano de 1938, Von Ardenne deu um passo crucial ao construir o primeiro
microscopio eletronico de varredura, ao qual ele incorporou bobinas de varredura ao
microscopio eletronico de transmissdao (Von Ardenne, 1938). A visdo de Von Ardenne abriu
caminho para uma nova dimensdo de observagdo microscopica dando origem ao
desenvolvimento continuo da MEV ao longo das décadas seguintes.

A MEV ¢ um equipamento que oferece informagdes quanto a morfologia e
identificacdo dos elementos quimicos presentes nas amostras (Dedavid et al., 2007). E um dos
instrumentos mais versateis para a observagao e analise de caracteristicas microestruturais de
objetos solidos e apresenta uma alta resolucdo durante a observagdo de amostras. Nos
equipamentos comerciais € possivel obter resolucdes da ordem de 2 a 5 nandometros, em casos
de instrumentos de pesquisa mais avangados ¢ possivel alcangar uma resolugdo ainda mais
precisa, chegando a valores melhores que 1 nanometro (Nagatani et al., 1987).

Essa abordagem envolve a interacdo entre um feixe de elétrons acelerados e a
superficie de uma amostra solida. Essa interacao desencadeia a emissao de elétrons a partir dos
materiais presentes, os quais sdo posteriormente detectados e convertidos em sinais e imagens
(Fugimoto, 2016). A MEV convencional ¢ constituida por uma coluna dptico-eletronica que
visa a producao de um pequeno feixe de elétrons de alta intensidade, adaptada a uma camara
com porta-amostra aterrado, além do sistema eletronico, detectores e sistema de vacuo (Dedavid
et al., 2007).

A combinacdo da MEV com o detector de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)
possibilita uma gama de analises quimicas. Isso inclui a identificagdo de elementos presentes
na amostra, a criacdo de mapas quimicos que quantificam a composi¢ao em areas especificas e
a obten¢do de perfis quimicos que revelam variagdes na composicdo ao longo de uma

determinada regido. O EDS ¢ fundamental nesse processo, uma vez que interage com a amostra
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por meio do feixe primario, resultando na detec¢do dos raios X emitidos. Esses raios X,
capturados pelo detector fornecem informagdes cruciais sobre a composi¢cdo quimica dos

materiais (Duarte et al., 2003; Cruz, 2019).

3.4.2. Microscopia eletronica de transmissao-MET

Em 1931, o fisico alem3o Ernst Ruska e sua equipe apresentaram o primeiro
microscopio eletronico de transmissdo. A invenc¢ao desse aparelho foi tdo significativa que, 55
anos depois, em 1986, Ernst Ruska foi agraciado com o Prémio Nobel de Fisica em
reconhecimento a sua contribui¢do revoluciondria para a ciéncia (Robinson, 1986).

Atualmente, a microscopia eletronica de transmissao (MET) oferece uma riqueza de
informacgodes sobre a estrutura e dinamica de fendomenos que englobam escalas que variam em
micrometros, sendo essas informacdes de imensa relevancia tanto do ponto de vista
fundamental quanto pratico para a sociedade (Spurgeon et al., 2021). E uma técnica que permite
acompanhar diferentes processos fisicos e quimicos pela observagado direta dos fenomenos em
resolucao atdmica (Cordeiro et al., 2015).

Uma das principais vantagens da microscopia eletronica de transmissao, reside na sua
capacidade de atingir uma resolucao notavel possibilitada pela utilizacao de feixes de elétrons
altamente acelerados cujos comprimentos de onda efetivos sdo cerca de 10° vezes mais curtos
do que os da luz visivel. Em principio, os microscopios eletronicos tém o potencial de alcangar
resolucao molecular, considerando apenas a limitacao relacionada ao comprimento de onda
(difragdo). No entanto, na pratica, diversas outras limitagcdes entram em jogo, incluindo
caracteristicas inerentes a propria amostra (Burghardt e Droleskey, 2006).

O principio desta técnica baseia-se na utilizagdo de feixe de elétrons sob alta tensao
emitidos através da amostra. Os 4&tomos que constituem o feixe de elétrons produzem diferentes
tipos de radiacdo, logo os elétrons transmitidos sdo analisados pelo detector produzindo o sinal
de imagem (Ramos, 2013). Portanto, esta técnica ¢ utilizada com objetivo de analisar a
morfologia, microestrutura dos materiais e entender suas propriedades auxiliando no
desenvolvimento de novos materiais com caracteristicas especificas.

As imagens MEV e MET para a plataforma PANPS/CNS/ST/FTO foram obtidas
usando-se um Microscopio Eletronico de Transmissao Tecnai G2-20 - FEI SuperTwin 200

kV em parceria com o Centro de Microscopia da UFMG e UNICAMP (Figura 12).
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Figura 12: Microscopio Eletronica de Transmissdao do Centro de Microscopia da UFMG

Fonte: https://www.ufmg.br/boletim/bol1825/9.shtml

As imagens MEV para a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO foram obtidas usando-se um
Microscopio Zeiss, modelo EVO HD e as andlises EDS foram realizadas com um detector
Bruker's XFLASH EDS (Figura 13). Essas andlises foram realizadas na Central Analitica de
Materiais (CEMAT), localizada na UFMA, campus Dom Delgado.

Figura 13: Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) - CEMAT (UFMA).

Fonte: Proprio autor

51


https://www.ufmg.br/boletim/bol1825/9.shtml

3.4.3. Difracéo de Raio X (DRX)

Uma outra técnica considerada valiosa em varias areas ¢ a Difracdo de raios X (DRX),
pois permite determinar a estrutura cristalina de um material, além de identificar compostos e
estudar suas propriedades. E uma técnica considerada ndo destrutiva, além de poder ser
combinada com ajustes tedricos como o método de Rietveld oferecendo varias informacdes
cristalograficas tais como a identificacdo das fases presentes em uma amostra, identificagdo de
orientagdes preferenciais, medi¢do do tamanho médio de cristalitos e avaliagdo de micro-
deformacdes, entre outros parametros (Faita, 2010).

A pesquisa conduzida por Von Laue em 1912 sobre difragdo de raios X revolucionou
nossa compreensao das estruturas cristalinas e da medicdo do espacamento interatbmico em
uma ampla variedade de materiais. Esse avango foi possivel gracas a exploragao da interferéncia
construtiva entre raios X monocromaticos quando incididos em uma mostra cristalina. Apds
esses estudos, William Bragg e Lawrence Bragg descobriram que, quando os 4tomos estao
regularmente espacados em um reticulado cristalino e a radiagdo incidente possui comprimento
de onda compativel com esse espagamento, ocorre interferéncia construtiva em determinados
angulos de incidéncia e interferéncia destrutiva em outros (Padilha, 1997). O principio dessa
técnica ¢ fundamentado na interacdo entre os elétrons presentes nos atomos de um material € o
feixe de raios X incidente (Gobbo, 2009). Para ilustrar esse principio, considera-se a existéncia
de dois planos paralelos, designados como A-A' e B-B', conforme mostrado na Figura 14. Esses
planos compartilham indices de Miller idénticos, especificados como (h, k, 1), e estdo separados
por um intervalo de espagamento interplanar denotado como (duki) (Lopes, 2018), exposto pela
seguinte equagao (1):

nxA

dhkl - 2xsen(0) (1)

onde, a ordem de difrac¢do (n) e equivalente ao angulo de incidéncia e reflexdo (0) e o

comprimento de onda (A).
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Figura 14: Tlustragdo da lei de difracdo de raios X proposta por Bragg.

Feixe
difratado
A

Feixe
incidente

Fonte: Adaptado Callister, 2002 ¢ Lopes, 2018.

As analises de DRX podem ser realizadas com amostras na forma de p6 ou filme e os
resultados sdao apresentados na forma de um grafico de intensidade da radiacdo difratada em
relagdo ao angulo 20. Este grafico ¢ denominado padrao de difragdao ou difratograma o qual
mostra a radiacdo difratada através de picos cuja largura a meia altura estd relacionada ao angulo
20 associado a um plano cristalino especifico. Esse fendomeno esta em conformidade com Lei
de Bragg, que descreve a relacdo entre os angulos de difragdo e a distancias entre os planos
cristalinos em um material (Magalhaes, 2014). A Figura 15 ilustra o procedimento de anélise
onde o difratdmetro pode empregar o arranjo geométrico 0-20 também conhecido como

geometria de Bragg-Brentano, conforme mostrado na ilustragao.

Figura 15: Ilustracao do processo de analise do difratometro de raios X.
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Fonte: Adaptado Shimadzu, 2016.
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Para as medig¢des de difragdo de raios X (DRX) utilizou-se um difratometro Bruker DS
Advance, com Tubo de radiacdo CuKa operando a 40 kV/40 mA, apresentado na Figura 16. As
medigdes foram realizadas na faixa de 10°- 90°, com tamanho de passo de 0,02° e tempo de

contagem de 0,5 segundos. As medidas foram realizadas na CEMAT.

Figura 16: Difratograma de raio X (DRX)- CEMAT- UFMA

Fonte: Proprio autor.

3.4.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

A espectroscopia na regido do infravermelho ¢ uma técnica considerada rapida e ndo
destrutiva a qual baseia-se em interacdes entre as moléculas ou atomos e radiacao
eletromagnética resultando em vibragdes que estdo diretamente relacionadas a amplitude das
ligacdes covalentes presentes na estrutura molecular (Cougo, 2017). A interacdo entre a
radiacao infravermelha e as moléculas ocorre devido a capacidade de absor¢ao da molécula,
correspondendo a diferentes vibragdes, logo o nimero de modos vibracionais de uma molécula
¢ determinado de acordo com seus graus de liberdade de vibragdo. Portanto, estd técnica ¢
fundamentada na absor¢do molecular na qual a energia absorvida por uma molécula especifica
provoca transi¢des tanto vibracionais quanto rotacionais (Silva, 2017).

A regido espectral pode ser dividida em vérias regides de acordo com caracteristicas
da radiacdo, abrangendo um intervalo muito amplo de comprimentos de ondas e de frequéncia
(Moreira et al., 2016), como representado na Figura 17. Essa ampla faixa ¢ utilizada para definir

as categorias dos métodos espectroscopicos.
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Figura 17: Espectro eletromagnético, com destaque a regido do visivel ao Infravermelho.
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Fonte: Adaptado Harris, 2008.

A faixa de radiagdo infravermelha no espectro eletromagnético esta localizada entre a
regido visivel e as micro-ondas conforme ilustrado na figura acima. A faixa de maior interesse
abrange a regido de 4000 a 400 cm (Cantor e Schimmel, 1980). Existem diferentes modos de
vibragao em uma molécula, cada um correspondendo a uma frequéncia especifica de vibragao.
Essas vibragdes moleculares podem ser divididas em dois tipos: estiramento (deformagao axial)
ou de deformacgdo angular (fora ou dentro do plano cartesiano). Elas também podem ser
simétricas ou assimétricas se envolvem mudancas coordenadas entre varios 4&tomos a0 mesmo
tempo ou se as mudangas acontecem de forma descoordenada entre atomos adjacentes.
Portanto, radiagdo infravermelha absorvida ¢ convertida em um modo vibracional peculiar de
cada molécula (Gongalves, 2012). Os tipos de vibra¢des podem ser observados na Figura 18.

A espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier ¢ uma técnica rapida
e precisa que nao necessita do uso de solventes para o preparo das amostras, além de depender
de pouca quantidade de amostras para realizar as analises tornando-se essencial na investigacao

e caraterizacao de novos materiais (Bezerra, 2019).

55



Figura 18: Os modos vibracionais simétricos e assimétricos de moléculas poliatdmicas
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Fonte: Adaptado Gongalves, 2012.

Neste trabalho, também buscou-se realizar andlises de FTIR as quais fornecem
informacdes sobre a presenga de grupos funcionais, bem como a sua composi¢ao quimica,
sendo possivel avaliar se ocorrerem interagdes entre os materiais que compdem as plataformas
FEQs. Para esta técnica, utilizou-se o disco prensado, no qual usou-se o brometo de potassio
seco e pulverizado (cerca de 100 mg) misturando-o a uma pequena quantidade do adsorvente
(0,5 mg). Essa mistura foi prensada em moldes especificos com uma pressao de 10 a 15 kpsi,
formando assim um disco transparente. Foi utilizado o espectrofotdmetro Shimadzu, modelo
IR Prestige-21 para obtengio do espectro de absor¢io na faixa espectral de 4000 a 400 cm™,
conforme apresentado na Figura 19. Todas as medidas foram obtidas na Central Analitica de

Quimica, localizada na UFMA, campus Dom Delgado.

Figura 19: Espectrofotometro Infravermelho- Central Analitica-UFMA

Fonte: Proprio autor.
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3.4.5. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman, uma técnica pioneiramente desenvolvida por Sir
Chandrasekhara Venkata Raman em 1928, explicou os efeitos da luz ser espalhada por um
objeto transparente. Em seu experimento, o fisico indiano usou a luz solar como fonte, o liquido
em um balde como coletor e seus olhos como detectores. Este fendmeno notavel foi chamado
de espalhamento Raman (Lilo et al., 2022).

E um fendmeno optico linear que ocorre quando um feixe de luz monocromatica é
direcionado para o material. Cada foton dessa luz monocromadtica, ao interagir com a amostra,
pode trocar energia gerando ou destruindo fonons no material. Isso resulta na luz dispersa que
possui um comprimento de onda diferente em relagdo ao comprimento de onda do foton
incidente. Logo, ¢ uma técnica que desempenha um papel crucial na caracterizagdo de alguns
materiais, além de mapear as frequéncias dos modos normais do material, pois representa um
método eficaz que ndo causa danos as amostras, uma vez que utiliza a luz como uma sonda
(Gomez, 2018).

Neste sentindo, se considerarmos uma substincia sendo irradiada por uma fonte
monocromatica ocorrera que a maior parte da luz passaré através da amostra, entretanto, uma
fracao pequena resultara em dois tipos de espalhamento em diversas direcdes diferentes, em

relagdo ao feixe incidente, podendo serem os mesmos, elastico ou ineléstico (Bezerra, 2019),

esse processo pode ser melhor observado na Figura 20

Figura 20: Esquema do espalhamento de luz por uma amostra na qual foi incidida radiagao
monocromatica.

Lasex

g, Stalies (incliotice)

Vo-Vm

Fonte: Adaptado Pacheco, 2012.
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Os fotons originados de uma fonte monocromatica sdo inicialmente absorvidos,
resultando em um aumento na vibragdo das moléculas. Posteriormente, essas moléculas liberam
os fotons, retornando ao seu estado vibratério original, um processo conhecido como
espalhamento elastico Rayleigh (conforme ilustrado na Figura 20). No entanto, a espectroscopia
Raman se baseia no fendmeno do espalhamento inelastico da luz, que ocorre em
aproximadamente 1% dos fotons absorvidos. Esse tipo de espalhamento ocorre quando as
moléculas ndo retornam ao seu estado vibratdrio inicial. O espalhamento inelastico é composto
por dois tipos de espalhamento: o espalhamento Stokes e o espalhamento Anti-Stokes. O
espalhamento de Stokes ocorre quando a molécula emite um foton com menor energia do que
a absorvida, enquanto o espalhamento Anti-Stokes acontece quando a molécula emite um foton
com energia superior a absorvida. Esses fenomenos sdo a base da espectroscopia Raman,
fornecendo informagdes valiosas sobre a composicao e os modos vibracionais das moléculas
analisadas (Santos et al., 2017; Morais et al., 2019 e Dhiman et al., 2021).

Esses trés tipos de espalhamento de luz sdo ferramentas valiosas para a analise de
amostras em diversas areas, incluindo ciéncias dos materiais, fornecendo informacgdes sobre a
composi¢ao, estrutura e propriedades das substancias em estudo.

Os espectros Raman foram obtidos através de um espectrometro triplo Horiba-Jobin-
Yvon (modelo T64000) operando em modo single (Figura 21), localizado no Laboratério de
Espectroscopia Vibracional e Impedancia — LEVI, na UFMA, Campus Dom Delgado. O
equipamento opera com um Dispositivo Detector de Carga (CCD), resfriado com nitrogénio
liquido. A fenda foi ajustada para fornecer uma resolucdo espectral de 2 cm™. Um laser com
emissao em 532 nm (LAS-532-100 HREV) foi utilizado, operando-se a 14 mW, empregado

como fonte de excitacao.

Figura 21: Espectrometro Raman Horiba-Jobin-Yvon (modelo T64000) - LEVI-UFMA.

Fonte: Proprio autor.
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3.5. Caracterizacao Eletroquimica e Fotoeletroquimica- FEQs

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE), teve origem entre os anos 1880
e 1900, quando o matematico Oliver Heaviside introduziu o célculo operacional a fim de apurar
as equagdes diferenciais de circuitos elétricos. Heaviside relacionou a impedancia de circuitos
elétricos com a transformada de Laplace, entretanto, somente a partir de 1907 que o conceito
de impedancia foi utilizado (Ferreira et al., 2023).

A EIE ¢ uma técnica versatil que encontra aplicacdo em uma ampla gama de estudos,
abrangendo desde a andlise do transporte de elétrons em dispositivos semicondutores até a
investigacao de processos cinéticos (Alves et al., 2000; Carvalho e Andrade, 2006). Esta técnica
fornece uma visdo detalhada das diversas caracteristicas elétricas que ocorre na interface
eletrodo/solucdo, e devido suas carateristicas, ¢ utilizada em caracterizagdes eletroquimicas,
podendo ser realizada em uma ampla faixa de frequéncia e em varios potenciais (Carvalho e
Andrade, 2006).

Os graficos de impedancia podem ser representados de diferentes formas e, dentre os
métodos principais, € possivel citar o diagrama de Nyquist ¢ Bode. O grafico de Nyquist
apresenta as componentes de impedancia resistiva (Z) em funcéo da reativa (Z"”), enquanto que
o diagrama de Bode apresenta o logaritmo do mddulo da impedancia (|Z]), o angulo de fase (o),
em funcéo do logaritmo da frequéncia (f) (Melo e Maia, 2016).

Basicamente, as medidas de impedancia sdo obtidas por meio de um potenciostato,
que realiza aplicacdo de uma corrente alternada a célula eletroquimica. Logo, a corrente
alternada, com uma determinada frequéncia, é programada pelo computador e em seguida
aplicada no eletrodo de trabalho através do potenciostato. A resposta do eletrodo € recebida
pelo detector de resposta em frequéncia que encaminha os dados ao computador para
processamento através do potenciostato conectado (Wolynec, 2003; Melo e Maia, 2016), esse

arranjo pode ser representado através da Figura 22.
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Figura 22: Arranjo experimental das medidas de EIE. (CE - Contra Eletrodo; ER- Eletrodo de
Referéncia; ET - Eletrodo de Trabalho).
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Fonte: Adaptado Wolynec, 2003.

As principais vantagens de se utilizar esta técnica ¢ a possibilidade de identificar
efeitos eletroquimicos através dos diversos parametros obtidos com os diagramas de
impedancia. Entretanto, apresenta algumas desvantagens que sdo a aplicagcao somente em meios
condutores, a interpretacdo dos diagramas de impedancia necessita de certo grau de
conhecimento em eletroquimica e fenomenos de interface, além de ser um aparato instrumental
bastante sofisticado e de dificil adapta¢do para medidas de campo (Melo e Maia, 2016).

E importante ressaltar, que em relagdo aos sistemas fotoeletroquimicos a EIE é
considerada uma técnica fundamental, pois tem a capacidade de avaliar a resposta
eletroquimica dos materiais na presenca de luz, permitindo a caracterizacdo de parametros
importantes, como a eficiéncia de transferéncia de carga e a resisténcia de transporte de
elétrons.

As medigdes eletroquimicas e FEQs foram todas realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 128N da Metrohm-Autolab acoplado a
um software Nova 2.1, para as medidas EIE utilizou-se o software FRA 2.0 (Figura 23), para

obtencao dos dados.
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Figura 23: Potenciostato/Galvanostato utilizado no sistema FEQ.

£
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Fonte: Proprio autor

Para as medi¢des foi utilizado uma célula convencional composta por um eletrodo de
trabalho (FTO - 6xido de estanho dopado com fluor), um eletrodo de Ag/AgCl kcisayy como
eletrodo de referéncia e um fio de ouro, como eletrodo auxiliar. Como fonte luz para o sistema,
usou-se uma lampada comercial de 36 W acoplada em uma caixa artesanal de MDF (Medium
density Fiberboard). Este material ¢ bastante popular devido sua versatilidade e facil
personalizagio. As medi¢des EIE foram realizadas em 0,1 mol L' de KCI contendo 5 mmol L-
! de ferricianeto [Fe (CN)s] /4~ em uma frequéncia de 10° Hz a 0,1 Hz. O potencial aplicado
foi calculado pela média dos picos de oxidagdo e reducdo empregando-se a voltametria ciclica,
numa faixa de potencial de -0,5 a 0,8V vs Ag/AgCl «kcisar). Na Figura 24 apresenta-se o esquema

do sistema fotoeletroquimico utilizado.

Figura 24: Representacdo esquematica do sistema eletroquimico e FEQ.
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Fonte: Proprio autor
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3.6. Otimizacdo dos parametros experimentais e operacionais dos sistemas

fotoeletroquimicos propostos

Com o proposito de se obter o melhor desempenho para os imunossensores propostos
foram otimizados os parametros operacionais e experimentais que influenciam a resposta
analitica tais como concentracdo da molécula doadora, pH, solugdo tampao e potencial aplicado

(Eapr). Cada um desses parametros sera descrito nos subitens a seguir:

3.6.1. Concentracdo da Molécula doadora

Com objetivo de realizar a otimizacdo do sistema para a plataforma FEQ
PANPs/CNS/ST/FTO avaliou-se o efeito da molécula doadora (4cido ascorbico - AA) sobre a
fotocorrente. Para tanto, variou-se as concentracdes de AA de 0 a 0,40 mol L™'. O estudo foi
realizado em 0,1 mol L' de TF, pH 7,0 e sob um potencial aplicado ao eletrodo de trabalho,
Eapl. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisa. Em relagdo a plataforma FEQ BiVO4/SrTiO3/FTO fixou-se a
concentracdo de AA em 0,3 mol L. As medidas foram realizadas em 0,1 mol L™ de uma

solucdo TF, pH 7,4, sob um Eap. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisar).

3.6.2 pH (Potencial Hidrogeniénico) do meio sobre a resposta das plataformas FEQs

O efeito do pH no meio sobre a resposta da plataforma FEQ PdNPs/CNS/ST/FTO foi
avaliado em 0,1 mol L' de solugdo TF na presenca de 0,3 mol L' de AA, numa faixa de pH 5,0
a 8,0, sob um Egp. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisar). Para a plataforma FEQ BiVO4/SrTiO3/FTO fixou-
se 0 pH 7,4 sob um Eap1. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisat).

3.6.3 Solucdo Tampao

Ap0s a otimizagao/escolha do pH do meio, a influéncia do tipo de solugao tampao foi
investigada para a plataforma PdANPs/CNS/ST/FTO, na qual verificou-se o sinal analitico em
relacdo a molécula doadora para os seguintes eletrdlitos: TF, HEPES, Mcllvaine (MCV),
Britton-Robinson (BR), PIPES e TRIS, todos em 0,1 mol L™ sob Eap. = 0,0 V vs Ag/AgCl
kcisan. Em relagdo a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO, avaliou-se o sinal analitico em relag@o a

molécula doadora para os eletrélitos: TF, HEPES, MCV e BR. Este estudo foi realizado na
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auséncia e presenca dos anticorpos S-Anti-SARS-COV-2 e N-Anti-SARS-CoV-2, avaliando-se

o percentual de inibi¢cdo de fotocorrente para cada solucdo tampao.

3.6.4 Potencial aplicado (Eap!.)

Ap6s otimizagao/escolha do pH do meio e da solugdo tampao, avaliou-se o efeito do
Eapl. para a plataforma PANPs/CNS/ST/FTO em tampdo HEPES contendo 0,3 mol L de AA.
Os Eap1. testados foram -0,3; -0,2; -0,1; 0,0; 0,1; 0,2 ¢ 0,3 V vs Ag/AgCl kcsat). Para a plafaforma
BiVO4/SrTiO3/FTO fixou-se 0 Eapr. em 0,0 V vs Ag/AgCl kcisar), visando a sensibilidade do

sistema.

3.6.5. Efeitos da Concentracéo dos anticorpos SARS-CoV-2 sobre as plataformas FEQs

Com objetivo de se obter a melhor resposta amperométrica para a plataforma
fotoeletroquimica PANPs/CNS/ST/FTO modificada com anticorpos SARS-CoV-2, apos a
otimizacao testou-se as seguintes concentragdes dos anticorpos de S-Anti-SARS-CoV-2: 0, 1,
2,5,5, 10 pg mL!. Esses resultados foram realizados em 0,1 mol L' de solugio tampao HEPES,
pH 7,0, sob um E,p. de 0,0 V vs Ag/AgCl kcisar. J& para a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO,
testou-se as concentragdes 1, 3, 5, 7 e 10 ug mL™! do anticorpo S-Anti-SARS-CoV-2 e N-Anti-
SARS-CoV-2. Todos os resultados referentes a esta plataforma foram realizados em 0,1 mol L~

! de tampdo BR, pH 7,4, sob um Eapl. = 0,0 V vs Ag/AgCl (kclsat).

3.6.6. Tempo de interacéo entre 0s antigenos e anticorpos de SARS-CoV-2

Ap6s avaliarmos as melhores concentragdes dos anticorpos de SARS-CoV-2 sobre as
plataformas FEQs cujos valores fixados foram de 5,0 pg mL™ para o imunossensor Anti-
PANPs/CNS/ST/FTO e 3,0 pg mL™! para o imunossensor Anti-BiVO4/SrTiOs/FTO, estudou-se
o tempo de interagdo entre os antigenos e anticorpos de SARS-CoV-2 frente as fotocorrentes.

Neste contexto, ¢ de grande importancia o estudo da interacdo entre os imunossensores
(plataformas FEQ modificadas com Anti-SARS-CoV-2) com os seus respectivos antigenos,
uma vez que os valores da variagdo das fotocorrentes obtidas ndo podem ser nem muito
pequenos € nem muito grandes, pois esse resultado pode comprometer a capacidade dos
imunossensores de responderem com boa sensibilidade ou mesmo diminuir a faixa de resposta

dos sistemas propostos frente as diferentes concentragdes dos seus antigenos.
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O imunossensor Anti-PdNPs/CNS/ST/FTO foi incubado com 100 pg mL™' de
antigenos SARS-CoV-2, em diferentes tempos de incubacao (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40
minutos). As medidas foram realizadas em 0,1 mol L' de tampado HEPES, pH 7,0, sob um Eap1.
= 0,0 V vs Ag/AgCl kcisa). Para o imunossensor Anti-BiVO4/SrTiO3/FTO utilizou-se uma
concentragio de antigenos de 10 pg mL™! de S-SARS-CoV-2 e N- SARS-CoV-2, variando-se o
tempo de interagdo em 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos. Esses estudos foram realizados em

0,1 mol L' de tampdo BR, pH 7,4, sob um Eap. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisan).

3.7. Caracterizacdo analitica dos imunossensores Anti-PdNPs/CNS/ST/FTO e Anti-
BiVO4/SrTiOz/FTO

ApoOs a otimizagdo dos parametros experimentais e operacionais, efeito da
concentracao do anticorpo e tempo de incubacdo, partiu-se para o estudo da caracterizagdo
analitica do imunossensor, na qual determinou-se o limite de deteccao (LD) do sistema, bem
como a faixa linear de trabalho, sensibilidade (coeficiente angular da equacao dareta), precisao,
exatidao e seletividade. O limite experimental de detec¢ao (LD) foi determinado considerando,
a razao sinal ruido igual a 3.

As curvas analiticas foram construidas através da relacdo linear entre o log da
concentracao do antigeno e a variagdo da fotocorrente. As seguintes concentragdes do antigeno

foram estudadas para cada imunossensor:

= Anti-PdNPs/CNS/ST/FTO (Glicoproteina Espicula (S))
[S-SARS-CoV-2] =1 fgmL", 10 fg mL", 100 fgmL"!, 1 pg mL"!, 10 pg mL"!, 100 pgmL"' e
1000 pg mL".

= Anti-BiVO4/SrTiOs/FTO (Glicoproteina Espicula (S) e Nucleocapsideo (N))

[S-SARS-CoV-2]=0,1 pg mL™!, 1 pgmL"!, 10 pg mL", 100 pg mL"!, 1 ng mL", 10 ng mL"!,
100 ng mL™" € 1000 ng mL"".

[N-SARS-CoV-2] = 0,01 pgmL™, 0,1 pgmL", 1 pg mL"', 10 pg mL"!, 100 pg mL"!, 1 ng mL-
.10 ng mL", 100 ng mL™" € 1000 ng mL"".
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A equaciao 1 representa a relacdo da fotocorrente em funcdo do logaritmo da
concentragdo utilizada neste trabalho para os imunossensores propostos: (a- ¢ referente a

interse¢do da reta, b- coeficiente angular e C- concentracdo do material bioldgico).

I(pA) =a+b x [log C (pg mL™! ou ng mL")] Equacio 1

3.8. Avaliagéo da precisdo do imunossensor

O estudo da precisao do imunossensor foi feito realizando-se repetigdes de medidas
com os imunossensores para SARS-CoV-2 no mesmo dia e em dias diferentes. A repetibilidade
do imunossensor foi avaliada realizando-se vinte medidas sucessivas em um intervalo de tempo
de 1000 segundos. Apos esse procedimento calculou-se o desvio padrao relativo (DPR) para
as fotocorrentes obtidas. Para o estudo da reprodutibilidade das medidas em relagdo ao preparo
do imunossensor cinco eletrodos foram preparados nas mesmas condigdes € em dias diferentes.
A precisao em relagdo ao preparo dos imunossensores também foi avaliada pelo DPR de todas

as medidas obtidas.

3.9. Aplicacao dos imunossensores em amostras de saliva artificial e exatiddo do método

A saliva artificial, composta por Xilitol e sais minerais, como: Cloreto de sodio,
potassio, calcio e magnésio, foi adquirida em uma farmadcia local. Inicialmente, o imunossensor
S-Anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO foi testado preparando-se os antigenos de SARS-
CoV-2 em diferentes concentracdes em amostras de saliva artificial. As amostras foram
enriquecidas com as seguintes concentragdes do antigeno SARS-CoV-2: 1 fg mL™!, 10 fg mL™",
100 fg mL™!, Ipg mL, 10 pg mL! e 100 pg mL™! e a quantificagio da proteina nas amostras
enriquecidas foi realizada pelo método de calibragdo externa. As porcentagens de recuperagao
foram calculadas através dos dados obtidos da curva analitica.

Os imunossensores S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/StTiO3/FTO e N-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiO3/FTO foram testados nas mesmas condi¢des (preparando-se os antigenos de
SARS-CoV-2 em diferentes concentragcdes em amostras de saliva artificial), entretanto as
amostras foram enriquecidas com as seguintes concentracdes da proteina SARS-CoV-2, 0,01

ng mL', 1 ng mL"' e 100 ng mL™.

65



3.10. Seletividade

Para avaliar a seletividade dos imunossensores propostos frente aos materiais
bioldgicos, utilizou-se uma concentragido de 10 pg mL™! das proteinas SARS-CoV-2 e uma
concentracdo 100 vezes maior dos possiveis interferentes. As substincias utilizadas foram
escolhidas conforme alguns trabalhos reportados na literatura nos estudos de seletividade (Li et
al., 2023; Chang et al., 2022). Os possiveis interferentes testados foram: albumina de Soro
bovino (BSA), antigeno prostatico especifico (PSA), glicose, propil dimetil amina, citocromo
C, ureia, troponina e dopamina. Todos os experimentos foram realizados nas condigdes

otimizadas e os resultados apresentados em grafico de percentual.
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4. Resultados e Discussédo (Primeira plataforma)

+ Plataforma PANPs/CNS/ST/FTO

4.1. Caracterizagdo dos materiais que compdem a plataforma FEQ

Os materiais que compdem a plataforma fotoeletroquimica e o material compdsito
completo foram caracterizados por MEV, EDS, MET, FTIR, RAMAN, DRX ¢ EIE. Neste
sentido, a Figura 25 mostra as imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) para o
(a) titanato de estroncio, SrTiOs, (b) nitreto de carbono dopado com enxofre, g-C3Ns-S, (¢)
nanoparticulas de paladio aprisionadas em matriz de hidréxido de aluminio, Pd/AIO(OH) e (d)
o material compdsito (PANPs/CNS/ST).

A imagem MEV para o SrTiO3 mostra particulas nanométricas com bordas
relativamente lisas. Essas particulas apresentam, em sua grande maioria, um formato que
lembra um cubo. Por outro lado, o nitreto de carbono grafitico dopado com enxofre apresentou
estruturas micrométricas de superficie esfoliada. J4 a imagem MEV das nanoparticulas de
paladdio aprisionadas na matriz de hidréxido de aluminio, Pd/AIO(OH), mostra particulas
micrométricas com um aspecto mais rugoso. Por outro lado, o composito PANPs/CNS/ST
apresenta uma morfologia heterogénea com particulas de diferentes dimensdes incluindo
particulas micrométricas e nanométricas. Ja a imagem MET, apresentada na Figura 25¢, mostra
a presenca das nanoparticulas de palddio no compdsito PANPs/CNS/ST as quais nao podem ser
vistas na imagem MEV devido ao seu pequeno tamanho (inferior a 10 nm).

Em relacdo as nanoparticulas de paladio aprisionadas em matriz de hidroxido de
aluminio, ¢ importante ressaltar que as combinag¢des desses materiais foram necessarias para
melhorar a ancoragem das nanoparticulas de paladio no FTO e promover maior estabilidade
para a plataforma fotoeletroquimica. Por sua vez, quando as nanoparticulas de paladio sao
colocadas diretamente na superficie do FTO, ocorre a lixiviagdo do material e,
consequentemente, uma baixa estabilidade para a plataforma de PANPs.

Por fim, a Figura 25f mostra o espectro EDS do composito PANPs/CNS/ST. Como pode
ser visto nesta Figura, o espectro EDS mostrou a presenca dos elementos Pd, Al, C, N, Ti, O e
Sr na superficie do compdsito, confirmando a presencga dos diferentes tipos de materiais no

composito PANPs/CNS/ST.
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Figura 25: Imagens MEV para (a) titanato de estroncio, SrTiOs3, (b) nitreto de carbono grafitico
dopado com enxofre, g-C3Ns-S, (c¢) nanoparticulas de paladio aprisionadas em matriz de
hidréxido de aluminio, Pd/AIO(OH) e (d) o material compoésito PANPs/CNS/ST, (e) imagem
MET da amostra PANPs/CNS/ST e (f) espectro EDS da amostra PANPs/CNS/ST.
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Posteriormente, realizou-se medidas de Difragdo de raios X para os materiais cujos
difratogramas sdo apresentados na Figura 26. No padrio DRX para o ST (difratograma
vermelho) € possivel observar os picos correspondentes aos planos (100), (110), (111), (200),
(210), (211), (220), (310), e (222) que pertencem a estrutura de perovskita cubica com grupo
espacial Pm-3m (JCPDS 00-35 -0734). Os picos proximos a 25,0° e 27,5° sdo impurezas nao

identificadas.

O difratograma do CNS (Figura 26, difratograma verde) mostra os dois picos (001) e
(002) a 13,10° e 27,43°, respectivamente, correspondendo ao empilhamento de intercamadas
do sistema aromatico, que sdo caracteristicos de materiais grafiticos (Wang et al., 2008; Shao
et al.,, 2016; Cao et al., 2017). Finalmente, na Figura 26, difratograma azul, podem ser
observados picos caracteristicos dos planos (020), (120), (031), (200), (002) e (251), que sao
atribuidos a estrutura nanocristalina do hidroxido de aluminio. Observa-se as caracteristicas
amorfas, além de uma estrutura ortorrombica. Nota-se também que nao ha pico observado para
o material Pd (Paladio), devido, provavelmente, a sua pequena quantidade no composto
comercial Pd/AIO(OH) o qual apresenta apenas 0,5 % do metal Pd (em peso) (Goksu, 2015).
Além disso, o DRX do material PANPs/CNS/ST (difratograma preto) apresenta caracteristicas

dos trés padrdes citados acima, indicando a mistura dos trés materiais estudados.

Figura 26: Padroes de DRX para o ST (SrTiOs3); CNS (g—C3N4—S); PANPs (PdAIO(OH)) e
PANPs/CNS/ST.
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A Figura 27 apresenta os espectros de FTIR para nanoparticulas de paladio
aprisionadas em matriz de hidroxido de aluminio (PdAIO(OH) ou PdNPs). As PANPs (espectro
azul) apresentam um pico em torno de 3450 cm™ e uma banda fraca em 1641 cm™ referente ao
estiramento da 4gua adsorvida. Além disso, as bandas em 1072 cm™ e 740, 620 e 479 cm’!
correspondem, respectivamente, aos grupos de vibragdo simétrica AI-OH e Al-O,
respectivamente (Liu et al., 2012; Abdollahifar et al., 2014; Choi et al., 2018).

O espectro g-C3N4-S (CNS) (Figura 27, espectro verde) apresentou bandas em 3500-
3000 cm™! correspondentes a vibragio de estiramento de probabilidade N-H atribuida a grupos
amina nao condensados e grupos O-H de moléculas de d4gua adsorvidas. As bandas entre 1200-
1700 cm™ podem ser atribuidas aos modos de vibragdo de estiramento do heterociclo C-N
aromatico. Uma banda de absorcdo nitida que aparece em 810 cm™ ¢ atribuida a vibragio de
estiramento das unidades de triazinas (Guan et al., 2021). O espectro obtido para SrTiOs, ST
(Figura 27, espectro vermelho) mostra picos em torno de 1470 cm™ que podem ser atribuidos
aos modos de estiramento Sr-Ti-O (Rajkoomar et al., 2020). Os picos em torno de 851 cm™' e
585 cm! correspondem a vibragdo e estiramento do Ti-O (Xian et al., 2014; Mohammadi et al.,
2020). O espectro obtido para o compdsito PANPs/CNS/ST (Figura 27, espectro preto) indica a
presenca do ST com CNS e PANPs, pois as bandas relacionadas a cada material sdo observadas

para o compdsito completo.
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Figura 27: Espectros de FTIR para o PANPs (PdAIO(OH)); CNS (g—C3Ns—S); ST
(SrTiO3) e PANPs/CNS/ST.
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A Figura 28 mostra os espectros Raman dos materiais que compdem a plataforma,
analisadas de forma individual e em conjunto. Os espectros Raman confirmam a obtencao do
g-C3N4-S (CNS) (Figura 28a, espectro verde), por meio da sintese, mostrando bandas
caracteristicos em 707, 749, 964, 1233 e 1311 cm™, todos de acordo com a literatura (Fan et al.,
2017; Li et al., 2020).

O espectro PANPs (Figura 28b, espectro azul), mostra caracteristicas amorfas do
material, assim como ja observado no DRX, entretanto ¢ possivel observar que esse material
ndo apresenta bandas significativas no espectro Raman o que pode estar associado a presenca
de diferentes polimorfos cristalinos referentes ao hidréxido de aluminio. (Gangwar et al., 2015;
Nettar et al., 2022). A Figura 28c, espectro vermelho, corresponde ao ST, pois sabe-se que este
material apresenta uma estrutura de perovskita cubica ideal em temperatura ambiente. Neste
sentido, ndo era esperado que ocorresse espalhamento Raman de primeira ordem em uma
estrutura de perovskita ideal, em vez disso, o espectro Raman corresponde ao espalhamento de

segunda ordem. Portanto, conforme a literatura os modos 245, 307, 609, 674 ¢ 1044 cm™ sdo
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Intensidade Normalizada (a.u)

Intensidade Normalizada (a.u)

atribuidos ao modo Raman de segunda ordem, caracteristicos do titanato de estroncio (Yu-lei
et al., 2003; Zivojinovic’ et al., 2017; Akilarasan et al., 2021).

Por fim a Figura 28d, espectro preto, ¢ referente ao comp6sito PANPs/CNS/ST. Assim
como observado no DRX e FTIR, o composito apresentou caracteristicas do PANPs e modos
em 245, 609, 674 e 1233 cm™! referentes ao ST e CNS, comprovando a combinagio desses

materiais.

Figura 28: Espectros Raman obtidos para o CNS (g—C3Ns—S) (a); PANPs (PdAIO(OH)) (b), ST
(SrTiO3) (c) e PANPs/CNS/ST (d).
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4.2. Caracterizacdo do imunossensor por espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE)

A Figura 29a mostra os espectros de impedancia eletroquimica (EIE), denominados
diagramas de Nyquist, os quais foram obtidos para o imunossensor fotoeletroquimico

PdNPs/CNS/ST/FTO em 0,1 mol L! de KCI contendo 5 mmol L de K;3[Fe (CN)s]. Essas
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medidas foram realizadas em um potencial de circuito fechado na auséncia (espectro preto) e
presenca de luz (espectro vermelho) em uma faixa de frequéncia de 10° Hz a 0,1 Hz. Observa-
se, na presenca de luz, ha uma diminui¢do na resisténcia a transferéncia de carga entre a sonda
redox e a superficie do FTO modificado. Esta diminui¢ao sugere um aumento da fotogeracao

dos pares elétron/lacuna na superficie do FTO contendo o material compdsito PANPs/CNS/ST.

Figura 29: (a) Grafico de Nyquist para o imunossensor FEQ PANPs/CNS/ST/FTO em 0,1 mol
L' de solugio de KCI contendo 5 mmol L de K3[Fe (CN)s], obtido em potencial fechado na
auséncia (espectro preto) e presenca (espectro vermelho) de luz LED visivel. (b) Graficos de
Nyquist para a plataforma anti-SARS-CoV-2/PdANPs/CNS/ST/FTO na auséncia (espectro 1) e
incidéncia de luz LED visivel (espectro 2). Graficos de Nyquist para o anti-SARS-CoV-
2/PdNPs/CNS/ST/FTO na auséncia (espectro 3) e incidéncia de luz LED visivel (espectro 4)
apds incubagdo em solugcdo de antigeno SARS-CoV. Experimentos também realizado em
solucdo de 0,1 mmol L' de KCI contendo 5 mmol L' de K3[Fe (CN)g].
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A Figura 29b mostra a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) para o
imunossensor anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO na auséncia (espectro 1) e presenca
(espectro 2) de luz LED visive, bem como o EIE para o anti-SARS-CoV-
2/PdNPs/CNS/ST/FTO previamente incubado em uma solu¢do contendo o antigeno SARS-
CoV-2 (SARS-CoV-2/anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO) na auséncia (espectro 3) e
presenca (espectro 4) de luz. Como pode ser observado, a incidéncia de luz proporciona uma
diminuicdo da resisténcia a transferéncia de carga entre a sonda redox e a plataforma
fotoeletroquimica.

Esses resultados sugerem que o eletrodo modificado com PdNPs/CNS/ST ¢ uma

plataforma fotoeletroquimica sensivel para monitoramento da interagdo do antigeno e do
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anticorpo do SARS-CoV-2, uma vez que a intera¢do antigeno-anticorpo promoveu uma
alteracdo do sinal analitico obtido com a plataforma para a molécula sonda. Este estudo foi
realizado em 0,1 mol L™ de solugdo de KCI contendo 5 mmol L' de K3[Fe (CN)g], realizado

em potencial de circuito fechado na auséncia e presenga de luz LED visivel.

4.3. Estudo do comportamento amperométrico dos materiais que compdem a plataforma
fotoeletroquimica — FEQ

Com o proposito de investigar a atividade fotocatalitica dos materiais que compdem a
plataforma FEQ, foram obtidos amperogramas na presenca da molécula doadora o acido
ascorbico (AA). Todos os amperogramas foram obtidos em 0,1 mol L' de TF, pH 7,0, contendo
0,2 mol L' de AA e Eap = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisay. A Figura 30 apresenta as respostas
fotoeletroquimicas para os 4 eletrodos preparados separadamente: o eletrodo de FTO
modificado com ST e PANPs (amperograma vermelho), o eletrodo de FTO modificado com ST
e CNS (amperograma rosa), o eletrodo de FTO modificado com PdNPs e CNS (amperograma
azul) e por fim, o eletrodo de FTO modificado com ST, CNS e PANPs (amperograma roxo).

Figura 30: Resposta FEQ para os materiais: PdANPs/ST/FTO (amperograma vermelho),
CNS/ST/FTO  (amperograma  rosa), PdNPs/CNS/FTO (amperograma azul) e
PdNPs/CNS/ST/FTO (amperograma roxo) na presencga de 0,2 mol L' de AA em 0,1 mol L™ de
TF, pH 7,0, Eap1. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisay).
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A comparacdo da fotocorrente das diferentes plataformas FEQs mostra que o FTO
modificado com PANPs/CNS/ST apresentou uma fotocorrente significativamente maior em
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relagdo aos demais eletrodos. Este resultado provavelmente se deve ao forte sinergismo
existente em relacdo ao titanato de estroncio, nitreto de carbono grafitico dopado com enxofre
e nanoparticulas de paladio aprisionadas na matriz de hidréxido de aluminio. A combinacao
desses trés materiais proporcionou um aumento na velocidade de transferéncia eletronica do
AA, favorecendo assim uma maior sensibilidade para o sistema. Assim, as melhores condi¢des
para obteng¢do do sinal analitico da molécula doadora foram ainda avaliadas através do estudo
de sua concentracdo, pH do meio, tipo de solu¢do tampao e potencial aplicado ao eletrodo de

trabalho.

4.4. Otimizagao dos parametros experimentais e operacionais

A fim de se obter os melhores pardmetros experimentais e operacionais para a
plataforma FEQ avaliou-se o efeito da concentragdao da molécula doadora, pH, solugdo tampao

e potencial aplicado.

4.4.1. Concentracao do acido ascorbico como molécula doadora (AA)

A Figura 31(a) mostra o efeito da molécula doadora cujas medidas foram obtidas em
diferentes concentracdes de AA em 0,1 mol L' de TF, pH 7,0 € Eapi. = 0,0 V vs Ag/AgCl (kcisat)-
Neste sentido, com o objetivo de otimizar o sistema proposto em relagdo a resposta do AA
variou-se a sua concentragio de 0 a 0,40 mol L!. Nota-se um aumento proporcional das
fotocorrentes em relagdo ao aumento da concentragao de AA, até nao haver mais uma variagao
significativa. Nessa perspectiva levou-se em consideragdo utilizar a concentragdo 0,3 mol L
de AA, pois a partir da mesma o valor de fotocorrente foi praticamente invariavel, como pode
ser observado na Figura 31(al), a qual apresenta o grafico de fotocorrente em funcdo as

concentracoes de AA.
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Figura 31: (a) Amperogramas para diferentes concentragdes de AA em 0,1 mol L' de TF, pH
7,0, Eapt. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisan. (al) Grafico de fotocorrente em fungdo da concentragdo
de AA obtido a partir da Figura 31(a).
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4.4.2. Efeito do pH

Posteriormente, o efeito de pH das solugdes foi investigado sobre a presenca de 0,3 mol
L' de AA, em diferentes valores de pH, em 0,1 mol L' de TF € Eqp. = 0,0 V vs Ag/AgCl (kCisar).
A Figura 32(a) apresenta os amperogramas referentes aos diferentes valores de pHs. Como pode
ser observado nesta figura a resposta da plataforma FEQ permaneceu constante entre os valores
de pH 5 ¢ 5,5, e em seguida aumentou até o pH 7,0. Apds esse pH, as correntes para os demais
pHs diminuiu até o pH 8,0. A Figura 32 (al) apresenta o grafico de fotocorrente em fungao dos
pHs. Percebe-se que o meio neutro proporcionou um maior valor de corrente para o AA, o que
pode estar relacionado com a maior estabilidade da plataforma FEQ e o equilibrio de lonizagao
do AA. Dessa forma, a solugdo de pH 7,0 foi a que apresentou maior valor de fotocorrente, sendo

fixado para os demais estudos.
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Figura 32: (a) Amperogramas de diferentes valores de pH em 0,1 mol L' de TF contendo 0,3
mol L de AA. Eqpl. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisan- (al) Gréfico de fotocorrente em fungdo do pH
obtido a partir da Figura 32a.
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4.4.3. Influéncia da Solucéo Tampéao

A solucao tampao também foi investigada utilizando-se seis tampodes diferentes: o TF,
HEPES, MCV, BR, PIPES e TRIS. As solu¢des foram utilizadas com o objetivo de verificar
qual solugdo proporcionaria a melhor resposta frente ao sistema proposto. Nesse sentindo, a
Figura 33 apresenta os amperogramas referentes ao tipo de solugio tampdo em 0,1 mol L', pH
7,0 contendo 0,3 mol L' de AA. Observa-se que a solugdio tampao que proporcionou a melhor
resposta de fotocorrente frente ao AA, foi a obtida para o tampao HEPES, dessa forma, tal
resultado pode estar associado a uma melhor difusdao do AA no eletrélito, havendo uma melhor
oxidagdo do AA na interface eletrodo/solug¢ao, consequentemente uma melhor resposta de

fotocorrente. Neste sentido, fixou-se o tampao para os demais estudos.
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Figura 33: Amperogramas referentes ao tipo de solu¢do tampio (0,1 mol L™, pH 7,0) contendo

0,3 mol L' de AA. Eqpi. = 0,0V vs Ag/AgCl kcisar)
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4.4.4. Estudo do Potencial Aplicado (Eapi)

Por fim, a Figura 34 mostra a resposta para o sistema FEQ proposto frente a aplicagao
de diferentes potenciais. Os resultados mostram que a fotocorrente aumenta significativamente
de -0,3 a 0,0 V e que nao houve uma diferenca significa entre 0,0 ¢ 0,1 V. Do potencial -0,3 a
0,0 V ocorre um favorecimento no processo de oxidagao do AA sobre a superficie do eletrodo
que se mantém constante até 0,1 V. A partir desse potencial a fotocorrente gerada pela
plataforma FEQ diminuiu consideravelmente devido provavelmente a baixa oxidacao do
analito em potenciais acima de 0,1 V. Entretanto levando-se em consideracao a sensibilidade
do sistema, bem como a possibilidade de se trabalhar com a plataforma num potencial onde
necessita-se de baixa quantidade de energia para promover a oxidacdo do AA, optou-se em

trabalhar com o Eqp. = 0,0 V.
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Figura 34: Amperogramas referentes a diferentes valores de potenciais aplicados ao eletrodo

de trabalho. Experimentos conduzidos em 0,1 mol L™! de solu¢do tampdo HEPES, pH 7,0.
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Nessa perspectiva, apds a otimizagdo do sistema, os estudos posteriores para a
plataforma FEQ PdNPs/CNS/ST/FTO foram realizados em 0,3 mol L' de AA, em 0,1 mol L™!
de tampao HEPES, pH 7,0 e sob Eapi. = 0,0 V vs Ag/AgCl (kcClsat).

4.5 Efeitos da concentracdo do anti-SARS-CoV-2 e tempo de incubacéo/interacéo sobre a

resposta na plataforma FEQ

Apds a otimizagdo da plataforma FEQ PANPs/CNS/ST/FTO, alguns fatores como
concentracdo de anticorpos SARS-CoV-2 imobilizados em sua superficie e o tempo de
incubacdo/interacdo entre os antigenos e anticorpos de SARS-CoV-2 foram investigados. A
Figura 35a mostra uma resposta amperométrica da plataforma FEQ PdNPs/CNS/ST/FTO
modificada com anticorpos SARS-CoV-2 em diferentes concentragdes 0 - 10 ug mL™!. Esses
resultados foram realizados em 0,1 mol L' de tampao HEPES, pH 7,0, sob um Eqpi. de 0,0 V vs
Ag/AgCl kcisan- A Figura 35a mostra que o aumento da concentracao de anticorpos de 0 a 10
ug mL! proporciona uma diminuigio gradual na fotocorrente da plataforma FEQ na presenca
de AA.

Esses resultados sugerem que o anticorpo SARS-CoV-2 dificulta a oxidag¢do da

molécula doadora, favorecendo a recombinagdo de cargas fotogeradas. Observa-se que apos a
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imobilizacdo do anticorpo ha variagdo na fotocorrente do sistema, que aumenta mais
significativamente entre 0 ¢ 5 ug mL"! e permanece praticamente constante entre a concentragio
de 5 ¢ 10 pg mL™!, conforme pode ser observado na Figura 35 (al). Entdo, considerando a
pequena diferenga entre as fotocorrentes para concentragdes de anticorpos SARS-CoV-2 entre
5e 10 pg mL! e a economia do reagente, a concentracdo de 5 ng mL™! foi fixada para os demais

estudos.

Figura 35: (a) Resposta amperométrica da plataforma FEQ PdNPs/CNS/ST/FTO para
diferentes concentracdes de anticorpos SARS-CoV-2 (0 — 10 pg mL™!). Experimentos realizados
em 0,1 mol L' dotampao HEPES, pH 7.0, Eapi. = 0,0 V vs Ag/AgCl (kcisaty; Tincubagao=30 minutos;
(al) Grafico obtido a partir da Fig. 35a.

20 20
(a) = 0 ug / mL™" Anticorpos SARS-CoV-2 (al)
—1pg/mL?
25pg/mL?
15 4 —5pg/mL? 15 4
10 pg/mL*
nn ( 1
<§_ 10 naan
~
5
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 1.0 25 5.0 10.0
t/s [SARS-COV-2 Anticorpo] / pg mL™L

O tempo de interagdo antigeno-anticorpo ¢ extremamente importante para o
desenvolvimento e aplicagdo de um imunossensor com o intuito de se encontrar o tempo mais
adequado para que haja uma melhor interacdo entre os materiais bioldgicos no imunossensor
contendo o anti-SARS-CoV-2. Assim, a Figura 36a mostra amperogramas para diferentes
tempos de incubacgao (0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; e 40 min) da plataforma anti-SARS-CoV-
2/PdANPs/CNS/ST/FTO em uma solugao de SARS-CoV-2.

A Figura 36(al) mostra que hd uma diminui¢do gradual da fotocorrente de AA na
plataforma FEQ até um tempo de 30 minutos, indicando um aumento na recombinacdo de
cargas fotogeradas na superficie do eletrodo. Apods este tempo, observa-se que a fotocorrente
ndo muda e permanece constante até 40 minutos. Nesse sentido, foi fixado um tempo de

incubagdo de 30 minutos para a construcdo da curva analitica.
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Figura 36: (a) Amperogramas obtidos para diferentes tempos de incubacdo (5 - 40 minutos) do

antigeno SARS-CoV-2 na plataforma FEQ. (al) Grafico obtido a partir da Figura 36 (a).
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4.6. Caracterizagdo  analitica do  imunossensor FEQ  anti-SARS-CoV-
2/PdANPs/CNS/ST/FTO para detecgdo de SARS-CoV-2

Apos serem definidas os parametros experimentais referentes ao imunossensor FEQ
anti-SARS-CoV-2/PdANPs/CNS/ST/FTO, construiu-se uma curva analitica para a determinagao
de antigenos de SARS-CoV-2. A Figura 37a mostra os amperogramas para diferentes
concentragdes do antigeno SARS-CoV-2 (0 a 1000 pg mL™"). Nesta Figura, pode-se observar
que a medida que a concentragdo do antigeno foi aumentada, observou-se uma diminui¢ao na
fotocorrente do sistema. Como pode ser visto na Figura 37b, a associagdao entre SARS-CoV-2
e anticorpo imobilizado aumenta a varia¢ao da fotocorrente [(Al = (I, — I)] do imunossensor
mostrando que a intensidade da fotocorrente ¢ diretamente proporcional ao logaritmo das
concentragoes de antigeno de SARS-CoV-2, onde I, e I sdo a fotocorrente do imunossensor
FEQ anti-SARS-CoV-2/PANPs/CNS/ST/FTO antes e apds o processo de reconhecimento

imunoldgico de SARS-CoV-2, respectivamente.
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Figura 37: (a) Resposta de fotocorrente para imunossensor anti-SARS-CoV-
2/PdNPs/CNS/ST/FTO antes, com [SARS-CoV-2] = 0 pg mL"! (amperograma preto) e apos
incubacdo de diferentes concentragdes de SARS-CoV-2; 1 fg mL; 10 fg mL'; 100 fg mL'; 1
pg mL'; 10 pg mL'; 100 pg mL'; 1000 pg mL™! (demais amperogramas). (b) Curva analitica
para deteccdo de antigenos SARS-CoV-2 com anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO.
Medidas realizadas em 0,1 mol L' do tampdo HEPES, pH 7,0, contendo 0,3 mol L' de AA,
Eapl. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisat). Tincubagio = 30 minutos.
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A curva analitica para a detec¢do de antigenos de SARS-CoV-2 exibiu duas boas
relagdes lineares para concentragdes variando de 1 a 100 fg mL™! e 1 a 1000 pg mL™. As
equagdes de regressdo linear foram Al/pA = 4,76 + 0,84 log ([SARS-CoV-2] / pg mL™), com
um coeficiente de correlagio de 0,992 e AI/uA = 4,64 + 0,47 log ([SARS-CoV-2] / pg mL™)
com coeficiente de correlacdo de 0,996.

O método proposto é capaz de detectar experimentalmente 1 fg mL ~! considerando a
razdo sinal ruido igual a 3. As caracteristicas analiticas deste imunossensor FEQ foram
comparadas com métodos relatados anteriormente. Pode ser visto na Tabela 2 que o
imunossensor proposto exibe alguns caracteristicas superiores ou semelhantes aos demais

imunossensores para SARS-CoV-2 reportados na literatura.

Tabela 2: Comparagao de parametros analiticos para diferentes sensores eletroquimicos para

empregados para determinacdo de SARS-CoV-2.

Meétodos de Deteccao Faixa Linear LD Referéncias
Colorimétrico 250 -1000ng 47,8 ngmL*
Eletroquimico mL? [Karakus et al, 2021]
1pgmLt-10ng 1pgmL?
mL*

Espectroscopia Raman 1 - 2000 pg mL*! 4 pgmL? [Pramanik et al., 2021]
com superficie

aprimorada
Eletroquimico 14 - 1400 nM ~0,7 nM [Vadlamani et al.,
2020]
Ressonancia plasménica
de superficie localizada 0,1ngmL?- ~0,08 ng [Funari et al., 2020]
10 ug mL? mL*
Calorimétrico 0,2-3nguL?  0,18ngpuL?  [Moitraet al., 2020]
Eletroquimico 025fgmL*—  0,04fgmL™? [Rahmati et al.,2021]
1 pgmL?
Eletroquimico 1-1000ngmL? 0,96 ngmL?  [Yakoh etal., 2021]
0,14 ng mL*
Eletroguimico 10 - 75 nM 4,7 nM [Imran et al., 2021]
Fotoeletroquimico 1-100 fg mL?
1 - 1000 pg mL™* 1fgmL*? Este Trabalho

Posteriormente, foi proposto uma representacdo esquematica de detec¢do de SARS-
CoV-2 sob iluminagdo de luz LED visivel utilizando o imunossensor anti-SARS-CoV-
2/PdNPs/CNS/ST/FTO FEQ (Figura 38).
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De acordo com o mecanismo proposto, o material PANPS/CNS na superficie da
plataforma SrTiOs/FTO captura fétons promovendo elétrons da banda de valéncia (BV) para a
banda de conducéo (BC) dando origem a pares e /h *. Assim, os elétrons fotogerados na banda
condutora de PANPs/CNS pode ser injetado na banda de conducéo (BC) da perovskita (SrTiOz)
e posteriormente para o eletrodo FTO e a lacuna na banda de valéncia (BV) do PANPs/CNS
pode ser transferido para a molécula doadora. Simultaneamente, a proteina SARS-CoV-2
presentes na amostra podem interagir com o anti-SARS-CoV-2 imobilizado, diminuindo a
eficiéncia do sistema para produzir fotocorrente, ja que interacdo anti-SARS-CoV-2/SARS-

CoV-2 reduz a eficiéncia do material fotoativo para transferir lacunas para moléculas doadoras.

Figura 38: Representacdo esquematica do mecanismo proposto para a deteccao

fotoeletroquimica do imunossensor anti-SARS-CoV-2/PdANPs/CNS/ST/FTO.
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4.7. Avaliacdo da precisdo do imunossensor

A avaliacdo da precisd@o do imunossensor FEQ PANPs/CNS/ST/FTO foi realizada por
meio da repetibilidade das medidas (Figura 39). Para este estudo, foram realizadas 24 medidas
sucessivas da fotocorrente em um intervalo de tempo de 1000 segundos. Apos realizar as

medicdes, foi possivel avaliar a precisdo do imunossensor considerando o DPR de todos os
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valores de fotocorrente. A partir dos resultados, pode-se observar que o imunossensor antes €
ap6s a imobilizagio com 5 pg mL™! de anticorpo SARS-CoV-2 e 100 pg mL™!' de antigeno
SARS-CoV-2 nos forneceu excelentes valores de DPR (0,12%, 0,56% e 1,62%), portanto pode-
se inferir que o imunossensor possui boa repetibilidade para medigdes realizadas no mesmo dia

util.

Figura 39: Avaliacdo da repetibilidade das medigdes em 1000s, na presenga de 0,3 mol L' AA
(amperograma preto), plataforma modificada de anticorpo SARS-CoV-2 (amperograma
vermelho) e plataforma modificada de anticorpo-antigeno SARS-CoV-2 (Amperograma azul).
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Adicionalmente, para verificar a estabilidade da plataforma fotoeletroquimica apds a
imobilizagdo de 5 pug mL™! do anticorpo SARS-CoV-2 na plataforma PANPs/CNS/ST/FTO,
cinco plataformas fotoeletroquimica foram preparadas da mesma forma e em diferentes dias
uteis (Figura 40). Assim, calculou-se um DPR de cerca de 2,31% para as plataformas
preparadas, o que sugere que a plataforma FEQ anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO

apresenta boa reprodutibilidade
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Figura 40: Resposta amperométrica para a plataforma FEQ anti-SARS-CoV-
2/PdNPs/CNS/ST/FTO preparada em dias diferentes. Medidas realizadas em 0,1 mol L' do
tampiao HEPES, pH 7,0, contendo 0,3 mol L' AA, Eap. = 0,0 V vs Ag/AgCl kcisat). [Anti-
SARS-CoV-2]=5 pg mL™,
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4.8. Seletividade do Imunossensor

Para o estudo de possiveis interferentes que podem afetar a deteccdo de SARS-CoV-2
nas amostras avaliou-se a influéncia do seguintes compostos: glicose (1), citocromo C (2), ureia
(3), propil dimetil amina (4), BSA (5), PSA (6), dopamina (7) e troponina (8). O estudo foi
realizado na presenca de 10 pg mL ! da proteina SARS-CoV-2 e 1000 pg mL ! das possiveis

espécies interferentes conforme apresentados na Figura 41(a).

De acordo com os resultados da Figura 41(al) foi possivel observar que ndo houve
uma alteracdo consideravel em termos de percentual de fotocorrente apresentando valores
proximos ou inferiores a 5%. Esse resultado indica que o imunossensor proposto apresenta uma
boa seletividade para deteccio de SARS-CoV-2 na presenca dessas espécies, ndo sendo
influenciado pelas respostas dos interferentes testados. Neste sentido, o imunossensor FEQ anti-
SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO mostrou-se como uma alternativa eficaz para detec¢do de
SARS-CoV-2 podendo auxiliar no diagnostico da doencga e, consequentemente, no controle e

combate do coronavirus.
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Figura 41: (a) Respostas

vs Ag/AgCl kClsat).
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4.9. Aplicagdo do imunossensor FEQ anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO em

amostras de saliva artificial

Por fim, avaliou-se a precisdo e a aplicabilidade da plataforma fotoeletroquimica
projetada para deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de saliva artificial. Para tanto, preparou-
se a proteina SARS-CoV-2 em diferentes concentragdes em amostras de saliva artificial para
aplicagdo do imunossensor anti-SARS-CoV-2/PdANPs/CNS/ST/FTO. As amostras foram
enriquecidas com as seguintes concentra¢des dos antigenos SARS-CoV-2: 1 fgmL!, 10 fg mL"
1,100 fgmL!, 1pgmL™, 10 pgmL"' e 100 pg mL! e a quantificagio dos antigenos nas amostras
enriquecidas foi realizada pelo método de calibragdo externa. Os valores de recuperagdo
encontrados foram de 96,20% e 109,65% com valores baixos de desvio padrdo (Tabela 3),

indicando uma boa exatidao para o imunossensor proposto.

Tabela 3: Resultados da deteccao de SARS-CoV-2 em amostras de saliva artificial usando o
imunossensor FEQ anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO.

[SARS-CoV-2] [SARS-CoV-2]

Amostra % Recuperacao

Adicionada Encontrada
1,00 fg mL™ 1,02 fgmL(z0,06) 102,00
10,00 fg mL- 10,30 fg mL- (0,02) 10300
100,00 fg mL* 108,64 fg mL! (+0,03) 108.64
Saliva Artificial 1,00 pg mL* 0,9989 pg mL™* (+0,01) 99.89
1,00 pg mL? 9,62 pg mL™ (+0,02) 96.20
100,00 pg mL* 109,65 pg mL* (+0,03) 109.65

Medidas realizadas em triplicata.

89



5. Resultados e Discusséo (Segunda plataforma)

+ Plataforma BiVO/SrTiO/FTO

5.1. Caracterizagdo dos materiais SrTiOs, BiVOs e BiVO4/SrTiOz por microscopia
eletronica de varredura, espectroscopia de raios X por energia dispersiva, difracao de raio

X e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

Com o objetivo de se obter informacdes sobre a caracterizacdo morfologica e
composicional dos materiais que compdem a plataforma proposta realizou-se a microscopia
eletronica de varredura, MEV e espectroscopia de raios X por energia dispersiva, EDS,
respectivamente. A Figura 42a apresenta a imagem de MEV para SrTiOz na qual ¢ possivel
visualizar particulas esféricas e aglomeradas para este material. O espectro EDS da amostra
SrTiO; (Figura 42d) apresentou os picos referentes aos elementos que compdoem o material.
Picos intensos podem ser observados para o Estroncio (Sr) e Titanio (Ti), respectivamente. A
auséncia de outros picos espectrais pode confirmar a pureza do material.

A imagem MEV para o BiVOs, apresentada na Figura 42b, mostra uma morfologia de
forma alongada formada por varios graos policristalinos, que ¢ caracteristica da fase
monoclinica do BiVOj4 e estd de acordo com trabalhos relatados na literatura (Prado et al., 2018,
Prado et al., 2020). Paralelamente, foi obtido o espectro EDS referente a amostra BiVO4 (Figura
42¢) cuja composi¢ao elementar da presenca de Bismuto (Bi), Vanadio (V) e Oxigénio (O) foi
confirmada.

Por fim, a Figura 42¢ mostra a morfologia do material composito BiVO4/SrTiOs, que
apresenta aglomeragdes de pequenas particulas de diferentes tamanhos. O espectro EDS (Figura
37f), confirma a mistura de materiais, no qual ¢ possivel observar picos referentes a cada um
dos materiais que compdem a plataforma. A composicdo percentual dos seguintes elementos
foram foi encontrada: 63,94% para o Bi, 31,88% para o Sr, 15,36% parao V, 15,16% para o Ti
e 1,89% para o O.
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Figura 42: Imagens MEV para (a) SrTiO3; (b) BiVOs4 e (c) BiVO4/SrTiOs3 e os respectivos
espectros de EDS obtidos para (d) SrTiOs3, (e) BiVO4 e (f) BiVO4/SrTiOs,
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Adicionalmente, realizou-se a difracdo de raio X dos materiais. A Figura 43 mostra os
padrdoes DRX para o SrTiOs, BiVO4 € o composto BiVO4/SrTiOs. Para o SrTiO; (Figura 43a),
os picos sdo observados em 22,8° 32.4° 40,0°, 46,5°, 52,4°, 57,8° 67,8° ¢ 77,2°
correspondentes aos planos cristalinos (1 00),(110),(111),(200),(210),(211),(220)¢
(3 1 0), que sdo caracteristicos da fase cubica do SrTiOz (JCPDS 00-35 -0734) (Raschetti et al.,
2017; Lim et al., 2020; Le et al., 2021. O padrao DRX para o BiVO4 (Figura 43b) contém picos
correspondentes aos planos cristalinos (101),(011),(112),(004),(020),(211),(015),
(024),(-220),(116)e(224), pertencentes a estrutura monoclinica do BiVO4 (JCPDS 01-
083-1698) (Raeisi et al., 2022; Prado et al., 2018). Por fim, para o compdsito (Figura 43c¢),

observam-se picos caracteristicos tanto da fase BiVO4 quanto da fase SrTiOs.

Figura 43: Padrdes de difragdo de raios X do (a) SrTiO3,(b) BiVO4 e (¢) BiVO4/SrTiOs.
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A Figura 44 mostra uma comparagdo dos espectros de FTIR dos materiais BiVO4
(espectro vermelho), StTiOs (espectro azul) e BiVO4/SrTiO3 (espectro preto). Observa-se que
o espectro de FTIR para BiVO4 apresenta um pico amplo e intenso na faixa de 32003550 cm™
e um pico em 1637 cm™' que podem ser correlacionadas com as vibragdes de flexdo e
estiramento de moléculas de dgua adsorvidas (Ke et al., 2009; Fang et al., 2016). Uma banda
evidente pode ser observada entre 700 a 800 cm ™! caracteristica do material a qual est4 associada
a vibragdo de flexdo do grupo VO4>~ (Fang et al., 2016).
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Para o espectro azul, referente ao SrTiO3, nota- se uma banda por volta de 2300 cm ™!
que pode ser atribuido as deformacdes de moléculas de CO; adsorvidas (Troque et al., 2018).
A banda em 1465 cm™ refere-se as vibragdes de estiramento do Sr-Ti-O. O pico de absorc¢ao
em 557 cm™ ¢é caracteristico da vibracao de estiramento da ligagdo Sr-Ti. (Rajkoomar et al.,
2020). O espectro do composito BiVO4/SrTiOs revelou a combinagdo dos materiais, pois
apresentou as bandas caracteristicas dos materiais individuais, indicando a presenca de ambos

no composito.

Figura 44: Espectros de FTIR para os materiais BiVOs, SrTiO; e BiVO4/SrTiOs,

respectivamente.
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5.2. Caracterizacao eletroquimica e Medi¢bes FEQs

A Figura 45 mostra as medidas amperométricas pertencentes as plataformas
SrTiOs/FTO (amperograma preto), BiVO4/FTO (amperogramas vermelho) e BiVO4/
SrTiO3/FTO (amperograma azul). As medidas foram realizadas na auséncia e incidéncia de luz

LED, em 0,1 mol L' de TF, pH 7,4, na presenca de 0,3 mol L' de AA e Eqpi. 0.0V vs Ag/AgCl
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kcisar. Observa-se que a fotocorrente obtida para a plataforma BiVO4/SrTiOs/FTO, ¢
significativamente elevada, comparada com as correntes das demais plataformas (SrTiO3/FTO
e BiVO4/FTO), sugerindo que ha uma eficiente transferéncia de elétrons da molécula doadora
(AA) para as plataformas, devido a uma menor recombinagio de cargas elétron/lacuna (e /h"),
que consequentemente gera o aumento de fotocorrente, resultando na eficacia da combinagao

desses materiais.

Figura 45: Medidas amperométricas obtidas para as plataformas FEQs SrTiO3/FTO
(amperograma  preto); BiVO4s/FTO (amperograma vermelho); BiVO4/SrTiOs/FTO
(amperograma azul). As medidas foram realizadas em solugio tampao TF 0,1 mol L™, pH 7,4

e Eapl. 0,0 V vs Ag/AgCl (kcisar, contendo 0,3 mol L' de AA.

3.5

3.0] = SITiO/FTO
» 5 | — BiVO,IFTO

| —— BiVO,/SITiO,/FTO K L k

1.0

|/ nA

0.54

0.0+ ~ - r~r-

-0.5

0 100 200 300 400 500

t/s

A técnica espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) fornece uma visdo
detalhada das caracteristicas elétricas e comportamento geral do sistema. Neste sentido, foram
realizadas medidas EIE para se avaliar a resisténcia a transferéncia de carga na interface
eletrodo/solucdo. A Figura 46 mostra a curva de Nyquist para a plataforma BiVO4/SrTiOs/FTO.
Os experimentos foram obtidos em 0,1 mmol L ~! de KCI contendo 5 mmol L ™! ferricianeto de
potassio, na auséncia (espectro preto) e incidéncia de luz (espectro azul), num Eap. de 0,3 V vs
Ag/AgCl kcisa). Através dos resultados € possivel notar que a plataforma ¢ sensivel a

94



iluminacdo e que durante a incidéncia de luz ha uma menor resisténcia de transferéncia de carga
(390 Q), comparado com a resisténcia a transferéncia de carga do material na auséncia de luz

(610 Q), dessa forma hd uma elevada taxa de portadores (¢/h") na superficie do FTO.

Figura 46: Curva de nyquist para a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO na auséncia (espectro preto)
e presenca de luz LED (espectro azul). Grafico obtido em solugdo de KCI 0,1 mmol

L ! contendo 5 mmol L ! K3[Fe (CN)s] € Eapt. = 0,3 V vs Ag/AgCl kcisa).
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A Figura 47 mostra os EIS para o imunossensor FEQs S-Anti-SARS-CoV e N-Anti-
SARS-CoV na auséncia (espectros preto e verde) e incidéncia de luz LED (espectros vermelho
e azul), respectivamente. De acordo com o grafico apresentado, observa-se que os
imunossensores FEQs apresentam uma sensibilidade eficaz para o controle de SARS-CoV-2,
indicando a interacdo entre a plataforma, através da propriedade de transporte de carga entre o
material semicondutor no eletrodo e o eletrolito. Os valores de resisténcia de transferéncia de
carga das plataformas sdo mostrados na tabela 4, na qual os espectros de Nyquist foram obtidos
e simulados utilizando-se um circuito baseado na resisténcia da solugao (Rs), associado a um

resistor (Rct- Resisténcia a transferéncia de carga) e um elemento de constante de fase (Y,).
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Figura 47: Curva de nyquist para os imunossensores (S-Anti-SARS CoV/BiVO4/StTiO3/FTO
e N-Anti-SARS-CoV/BiVO4/SrTiO3/FTO na auséncia (espectro verde e preto) e presenca de

luz LED (espectro azul e vermelho). Graficos obtido em 0,1 mmol L ! de KCI contendo 5

mmol L ! Ks[Fe (CN)s] e Eap. = 0,3 V vs Ag/AgCl kcisar).
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Tabela 4: Valores dos parametros e componentes utilizados nos graficos de nyquist para as

plataformas BiVO4/SrTiO3/FTO, N-Anti-SARS-CoV/BiVO4/SrTiO3/FTO e S-Anti-SARS-

CoV/BiVO4/StTiOs/FTO.

BiVO./SITiO/FTO Rs (Q) Ra(Q) Yo(uQ) N
Com luz 153,47 390 13,97 0,904
Sem Iuz 143,86 610 13,83 0,909

N- Anti-SARS-CoV
Com luz 176,47 6567,1 12,36 0,912
Sem luz 178,2 10717 10,33 0,931

S- Anti-SARS-CoV
Com luz 142,04 15852 24,36 0,901
Sem luz 141,82 5150,6 27,87 0,874
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5.3. Otimizacao dos parametros experimentais

Para a obtencdo de uma melhor resposta do sinal analitico para a plataforma FEQ
modificada e n3o modificada com anticorpos de SARS-CoV-2 realizou-se o estudo de
diferentes solugdes tampdes. Para cada imunossensor proposto foi avaliado o percentual de
inibi¢do de fotocorrente. Neste sentido, a Figura 48 mostra as medidas amperometricas para
quatro tampdes o BR, MCV, HEPES e TF. Conforme as Figuras 48a e 48b, observa-se os
amperogramas para cada tampdo em 0,3 mol L' de AA e os amperogramas obtidos para cada
plataforma modificada com 5 ug mL™!' dos anticorpos espicula e nucleocapsideo. Na Figura
48al, ¢ possivel notar os percentuais de inibi¢ao de fotocorrente para cada plataforma modicada
com o anticorpo espicula (S-Anti-SARS-CoV/BiVO4/SrTiO3/FTO). A maior fotocorrente foi
obtida para o tampao BR tendo-se um percentual de inibicao de fotocorrente neste tampao de
45,29%, bem maior comparado a demais plataformas que foram 25,78%, 6,41% e 21,34%,
respectivamente.

Para comparacdo, a Figura 48bl mostra a inibicdo de fotocorrente para cada
plataforma modificada com o anticorpo nucleocapsideo (N-Anti-SARS-CoV/BiVO4/
SrTiO3/FTO), A maior fotocorrente foi obtida para o tampao BR, entretanto, neste tampao a
inibi¢do de fotocorrente foi 15,38%, maior quando comparada a corrente do tampao MCV
(14,76%) e bem menor comparado as correntes dos tampdes HEPES e TF (25,31% e 39,56%,
respectivamente).

No entanto, como visamos trabalhar com a maior fotocorrente devido a necessidade
do monitoramento da diminui¢ao do sinal analitico, logo o tampao BR, pH 7,4, foi escolhido
para as demais medidas. Assim a possibilidade da obtencao dessa maior fotocorrente pode ser
atribuida ao efeito de algum ion utilizado no preparo desta solu¢ao tampao (4cido acético, acido

borico e acido fosforico).

Figura 48: (a) Medidas amperométricas para a plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO modificada com
anticorpos espicula (S-Anti-SARS-CoV-2), em diferentes solugdes tampdo a 0,1 mol L', pH
7,4 contendo 0,3 mol L' de AA e Eqopi= 0,0 V vs Ag/AgCl kcisan. (al) Fotocorrente em fungo
de diferentes solugdes tampado e avaliagdo do percentual de inibicdo da fotocorrente pelo
anticorpo espicula para cada solucdo tampao. (b) Medigdes amperométricas para plataforma
BiVO4/SrTiO3/FTO modificada com anticorpo nucleocapsideo (N-Anti-SARS-CoV-2), em
diferentes solugdes tampio em 0,1 mol L', pH 7,4, contendo 0,3 mol L' de AA e Eqp = 0,0 V
vs Ag/AgCl kcisar. (b1) Fotocorrente em fungdo de diferentes solugdes tampao e avaliagdo do

percentual de inibi¢do da fotocorrente do anticorpo nucleocapsideo para cada solugdo tampao.
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A proxima condigdo experimental avaliada foi a concentracdo de anticorpos SARS-
CoV-2e spicula e nucleocapsideo no desempenho analitico da plataforma para detectar
proteinas N e S. A Figura 49a mostra as medidas amperométricas para a plataforma
BiVO4/StTiO3/FTO modificada apenas com anticorpos espicula, em diferentes concentragdes
0, 1, 3, 5, 7 e 10 ug mL'). Conforme observado, a resposta da fotocorrente diminui
gradativamente com o aumento da concentragdo do anticorpo até 3 pg mL™!, e acima desta
concentracdo ndo se observa alteracdo significativa na fotocorrente. Essa redug¢do na
fotocorrente € esperada, pois a imobilizacdo do anticorpo espicula na superficie dificulta a
oxidagdo do AA. Em estudo paralelo, a Figura 49c mostra as medidas amperométricas para a
plataforma BiVO4/SrTiOs/FTO modificada apenas com anticorpos nucleocapsideo, nas
mesmas condi¢des de concentracdo (0, 1, 3, 5, 7 e 10 ug mL™). Observa-se que embora o
percentual de inibi¢do da fotocorrente apos a imobilizagdo com anticorpo nucleocapsideo tenha
sido menor, quando comparado aos anticorpos espicula, ainda ha uma reducgdo da fotocorrente

no sistema apoOs a incubag¢do com concentragdes crescentes de anticorpos nucleocapsideo.
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Levando em consideracdo a menor quantidade de reagente e a minima variacao da fotocorrente,
a concentracio intermediaria de 3 pg mL! foi escolhida para estudos posteriores. O estudo do
tempo de interacao entre as proteinas alvo N e S e os anticorpos ¢ imensamente importante para
o imunossensor obter a maior eficacia de hibridizag¢do entre a plataforma e as proteinas alvo. A
Figura 49b mostra a resposta amperométrica realizada para diferentes tempos de incubagdo de
0 a 35 minutos, para o imunossensor S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO em solucdo de
proteina S-SARS-CoV-2. Uma diminuicao significativa na fotocorrente é observada por até 20
minutos.

ApOs este tempo, a resposta da fotocorrente manteve-se praticamente constante. Da
mesma forma, para a Figura 49d, avaliou-se o tempo de incuba¢do do imunossensor N-Anti-
SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO em solucdo de proteina N-SARS-CoV-2, e a resposta
fotocorrente também permaneceu constante apos 20 minutos. Portanto, o tempo de incubagdo

de 20 minutos foi fixado para os préximos estudos.
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Figura 49: (a) Amperograma para plataforma BiVO4/SrTiO3/FTO modificado com diferentes
concentragdes de anticorpos S (0-10 pg mL™). Grafico inserido: fotocorrente vs. concentragio
de anticorpo S. (b) Amperograma obtido para diferentes tempos de incubagao para a deteccao
da proteina alvo S-SARS-CoV-2 (10 pg mL') de 0 a 35 min (c) Amperograma para a plataforma
BiVO./SrTiOs/FTO modificada com diferentes concentragdes de N anticorpos (0-10 pg mL™).
Grafico inserido: fotocorrente vs concentragdo de anticorpo N. (d) Amperograma obtido para
diferentes tempos de incubagio para a detec¢io da proteina alvo N-SARS-CoV-2 (10 pg mL!)
de 0 a 35 min. Todas as medidas foram realizadas em tampdo BR 0,1 mol L', pH 7,4, Eup. =

0,0 V vs Ag/AgCl. Todos os experimentos continham 0,3 mol L' de AA.
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5.4. Desempenho analitico do imunossensor FEQ (S ou N) -Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiOs/FTO

A curva de calibragdo analitica obtida com o imunossensor FEQ para detectar ambas
as proteinas SARS-CoV-2 ¢ apresentada na Figura 50. A Figura 50a mostra a resposta
amperométrica para a plataforma S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO em diferentes
concentra¢des de proteina S de 0,1 a 1000 ng mL"!. Esta Figura mostra que o aumento da
concentracdo da proteina S-SARS-CoV-2 ¢ proporcional a diminui¢do da fotocorrente. Isso
ocorre devido a interagdo entre o antigeno e o anticorpo na superficie do eletrodo. A Figura
50al apresenta a curva de calibragdo da concentragdo da proteina S-SARS-CoV-2 para a faixa
de concentracdo investigada. Para esta configuragdo de deteccdo, a menor concentragdo
detectavel de proteina S é de 0,1 ng mL™!, expressa pela seguinte equagdo: Al/pA = 3.38 +
0.383 log ([SARS-COV-Espicula] /ng mL™"), com um coeficiente de correlagio de 0.998 (n=8).
Nas mesmas condi¢des experimentais, obteve-se a curva para a plataforma N-Anti-SARS-
CoV/BiVO4/SrTiO3/FTO (Figura 50b), exibindo uma faixa linear de 0,01pg mL™ - 1000 ng mL"
! (Figura 50b1), apresentando a seguinte equagdo da reta: Al/uA =4.06+ 0.54 log ([SARS-COV-
Nucleocapsideo] /ng mL™), com coeficiente de correlagio de 0.996 (n=9). O imunossensor
proposto obteve amplas faixas lineares para detec¢do de SARS-CoV-2, podendo detectar
experimentalmente 0,1 pg mL™! e 0,01 pg mL'. Estes parametros foram comparados com outros

trabalhos reportados na literatura.

Figura 50: (a) Amperogramas obtidos para o imunossensor S-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiO3/FTO antes da incubagao e apos a incubagao em diferentes concentragdes de
proteina S (0-1000 ng mL™). (al) Curva de calibragio para diferentes concentra¢des de proteina
S. As medidas foram realizadas em tampdo BR 0,1 mol L™, pH 7.4, Eapi.= 0,0 V vs Ag/AgCl
kcisa.  (b)  Amperogramas obtidos para o imunossensor N-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/StrTiO3/FTO antes da incubacdo e apds a incubacdo em diferentes concentragdes de
proteina N (0-1000 ng mL™). (bl) Curva de calibracio para diferentes concentragdes de
proteina N. Todos os experimentos continham 0,3 mol L' de AA. Tempo de incubagio = 20

minutos.
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A tabela 5, mostra diferentes técnicas e parametros analiticos utilizados para detec¢ao
de SARS-CoV-2. Como pode ser observado na tabela os trabalhos realizados por outros
pesquisadores apresentam excelentes resultados de detec¢ao das proteinas S ou N. Nota-se que
0 imunossensor proposto obteve uma faixa linear proxima e/ou até¢ melhor que alguns trabalhos,
além de um tempo de incubagdo de 20 minutos. Em relagdo as plataformas FEQ, observa-se
que o Eap. de 0,0 V foi semelhante ou superior ao demais imunossensores, entretanto ¢
importante ressaltar que a maioria das plataformas desenvolvidas realizam a detecgdo de apenas
uma proteina e utilizam a lampada de Xenonio (Xe), tendo um custo mais elevado, bem como
um sistema comercial de alto custo, enquanto que o sistema proposto faz a deteccdo de duas
proteinas de SARS-CoV-2 e utiliza apenas uma lampada LED comercial de 36 W, acoplada a

uma caixa artesanal.
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Tabela 5: Diferentes parametros analiticos para determina¢do de SARS-CoV-2 relatados na

literatura e comparagdo com o imunossensor desenvolvido SARS-CoV-2.

Método Deteccdo Faixa Linear LD Eapi Lampada Referéncia
Eletroquimico 1 -1 ; iohi
pg mL™a 10 4 _ i [Liang Qizhi et
PLpro ug mL! 1pgmb al., 2023]
‘ 0,1-1000
Eletroquimico Proteina 0,01ag mL-* - : [Liv, 2021]
Espicula ag mL™
‘ 1-1000
Eletroquimico Prot,elna 0,11 ngmL™* - - [Yakon etal,
Espicula ng mL1 2021]
‘ 1-100 i
Calorimétrico Prot,elna 1 ng mL~ ) i [Prainito et al.,
Espicula ng mL? 2022]
Proteina  0,3-1000 0,038
Calorimétrico Nucleoca - - [Oh et al., 2022]
psideo ng mL* ng mL*
" 10-100
Calorimétrico Proteina 11ngmL?! - - [Fu et al., 2021]
Espicula ng mL1
Transistor de efeito  Proteina 1fgmL" 1 fa mLt ] ) [Seoetal.,
de campo (FET) Espicula 10 pgmL™ g 2020]
Sensores Plasménicos Prot,elna 4-12 fM 4,2 fM - - [Ahmadivand et
Espicula al., 2021]
‘ 0,2-100
Quimioluminescéncia E;gfilunlz ) 0,1 ng mL™* - - [Liu et al.,2021]
ng mL-
. Proteina 0,001- 50 0,38 100W [Chang et al.,
Fotoeletroquimica Nucleoca ngmL o mL 0,0V LED 2022]
psideo
Proteina
. Nucleoca 1 1 [Guo et al.,
Fotoeletroquimica psideo 1-100 ng mL 2,9 pg mL oov 300W Xe 2023]
" 0,1-1000 0,53
Fotoeletroquimica Egiﬂi ) ) 0,0V 300W Xe  [Lietal., 2023]
ng mL- ng mL"
- Proteina [Tabrizi et al.,
Fotoeletroquimica Espicula 0,5-32 nM 0,12 nM 0,06 v Xe 2021]
0,1 pg mL*
Proteina Pg ,
Espicula  -1000ngmrt  O:1pgmL
Lo e Este
Fotoeletroquimica Nucleoca 0,0V 36W LED
T 1h
psideo 0.01 pg mL-1 rabalho
0,01 pg/mL - VYL P9
1000 pg/mL
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*PLpro- Protease de cisteina semelhante a papaina.

Posteriormente, foi proposto um mecanismo que ilustra o procedimento de detec¢do
de SARS-CoV-2 para o imunossensor BiVO4/SrTiO3/FTO modificado com anticorpo N ou
anticorpo S na presenga de luz (Figura 51). De acordo com a ilustragdo, uma vez que a luz
incide sobre o sensor, 0 BiVO4 no composito transfere elétrons da banda de valéncia (BV) para
as bandas de conducdo (BC). Como resultado, os elétrons fotogerados na banda de condugao
do Bi1VO4sao inseridos na banda de condugdo do SrTiOs; e posteriormente no eletrodo substrato.
Ao mesmo tempo, a interacdo entre a proteina alvo e o anticorpo SARS-CoV-2 ocorre
bloqueando a eficiéncia do sistema em gerar uma fotocorrente. Nesse sentido, o acido ascorbico

(AA) atua como doador de elétrons capturando os buracos fotogerados com a incidéncia da luz.

Figura S51: Mecanismo proposto para deteccdo de FEQ usando o imunossensor
BiVO4/SrTiO3/FTO modificado com o anticorpo espicula ou nucleocapsideo para detec¢ao de

SARS-CoV-2. (BC= Banda de Conducdo; BV=Banda de Valéncia).

[SARS]
[Anti-SARS] = #

AA

5.5. Precisdo do imunossensor

Para avaliar a reprodutibilidade do imunossensor FEQ, as respostas foram monitoradas
repetindo-se as medig¢des em diferentes horarios e dias, respectivamente. As Figuras 52a e 52b
representam a resposta obtida para cada medi¢do do imunossensor em cinco dias diferentes.
Conforme observado nestas Figuras, a fotocorrente medida permaneceu praticamente a mesma
nos diferentes dias, obtendo os valores de desvio padrao de 1,51% e 2,07% para S-Anti-SARS-
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CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO e N-Anti- SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO, respectivamente.
Esses valores indicam que ambos o0s imunossensores propostos apresentam boa
reprodutibilidade.

Paralelamente, a repetibilidade do imunossensor foi avaliada, as Figuras 52¢ e 52d
mostram as respostas amperométricas para os imunossensores realizadas no mesmo dia, por
meio de 24 medi¢des continuas em 1000s. Os amperogramas pretos mostram a resposta obtida
pelos sensores na auséncia da proteina alvo S e N, e os amperogramas vermelhos correspondem
a resposta do sensor quando expostos as proteinas alvo. Com essas medidas foi possivel avaliar
a precisao dos imunossensores, onde foi obtido um DPR menor que 5% em todas as medidas,
indicando consisténcia entre as medidas, além de estabilidade e confiabilidade, portanto os

imunossensor relatado apresenta boa precisao.

Figura 52: Reprodutibilidade da resposta do imunossensor das medi¢des em dias diferentes
para  (a)  S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/StTiO3/FTO e  (b)  N-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiO3/FTO (c) e (d) Repetibilidade das medigdes em 1000s, para cada plataforma
modificada (anticorpo S ou N) antes (linhas pretas) e apos a detec¢ao da proteina alvo (linhas

vermelhas). [Anti-SARS-CoV-2] =3 pg mL™!; [proteina SARS-CoV-2] = 10 pg mL"".
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5.6. Estudo de possiveis interferentes e aplicagdo em amostras de saliva artificial

Com o objetivo de se avaliar a seletividade dos imunossensores S-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiO3/FTO e N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO, as possiveis espécies que
podem interferir na resposta das plataformas desenvolvidas foram analisadas. Dessa forma, a
Figura 53 mostra os graficos de percentual de inibi¢ao para o imunossensor S-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiO3/FTO (Figura 53a) e N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO (Figura 53b),
contendo 10 pg mL™! da proteina SARS-CoV-2 e 1000 pg mL ! dos interferentes. Através dos
resultados apresentados ¢ possivel notar uma boa seletividade para detec¢ao de SARS-CoV-2.
Os percentuais de inibi¢ao baixo, sugerem que o imunossensor FEQ ¢ uma excelente alternativa

para o diagndstico e controle de SARS-CoV-2.
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Figura 53: Grafico de Percentual de inibi¢do do imunossensor (a) S-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/StrTiO3/FTO e (b) N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO em: (1) dopamina; (2)
BSA; (3) glicose, (4) PSA; (5) acido trico; (6) troponina. Todas as medidas realizadas em
solugdo 0,1 mol L™! de BR (pH 7,4) contendo 0,3 mol L™ de AA, sob Eap.= 0,0 V vs Ag/AgCl

(Kclsat). € Tempo de incubagao= 20 minutos.

30 30
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Em analise final, os imunossensores FEQ propostos (S-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/SrTiO3/FTO e N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO) foram aplicados a amostras
de saliva artificial para avaliar seu desempenho analitico. Para cada imunossensor, foram
analisadas 3 concentragdes de amostras diferentes (0,01, 1 e 100 ng mL™"), e a quantificacio de
SARS-CoV-2 foi realizada pelo método de calibragao externa.

Os resultados apresentados na Tabela 6 mostra os percentuais de recuperagdo obtidos
que variaram de 97,00% a 107,20%. Essas porcentagens de recupera¢do foram proximas a
100%. Observa-se quer a concentragdo de 0,01 ng mL™' apresentou uma maior incerteza na
deteccdo, ja as concentragdes 1 e 100 ng mL™! apresentaram melhores resultados, sugerindo
que o imonussensor FEQ pode ser bem-sucedido para a detec¢do das proteinas espicula e

nucleocapsideo do SARS-CoV-2 mostrando uma boa precisao.
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Tabela 6: Resultados obtidos para deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de saliva artificial.

Amostra Adicionada Encontrada .
Saliva Artificial (ngmL 1 (ng mL?) REAF2EED (0]
0,01 0,0103 (x 0,08) 103,00
[S-SARS-CoV proteina] 1,00 1,07 (£ 0,07) 107,00
100,00 103,51 (x 0,03) 103,51
0,01 0,0097 (x 0,60) 97,00
. 1,00 1,072 (= 0,40) 107,20
[N-SARS-CoV proteina]
100,00 104,95 (x 0,30) 104,95
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6. Considerac0es Finais

Os resultados apresentados confirmaram que as sinteses do g-C3N4-S ou CNS (Nitreto
de Carbono dopado com enxofre) e do BiVO4 (Vanadato de Bismuto) realizadas no presente
trabalho foram alcangadas com sucesso. Estes materiais foram utilizados na constru¢ao das
plataformas imunossensoras FEQs PANPs/CNS/ST/FTO e BiVO4/SrTiO3/FTO.

As plataformas desenvolvidas apresentaram uma excelente resposta na presenga da
molécula doadora mostrando a eficacia da combinagdo desses materiais quando comparadas
com as plataformas dos materiais analisados individualmente.

As caracterizagdes dos materiais foram realizadas por MEV, EDS, DRX, MET,
RAMAN e FTIR. As andlises de MEV e EDS, confirmaram a morfologia e composi¢ao dos
materiais. A imagem de MET realizada para a platatforma PANPs/CNS/ST/FTO evidenciou e
confirmou a presenca das nanoparticulas de paladio nos materiais do FTO. O DRX forneceu
informacodes sobre os picos correspondentes aos planos cristalinos, caracteristicos de cada fase
dos materiais, comprovando as suas combinagdes. As andlises de FTIR e RAMAN
apresentaram bandas e picos caracteristicos de cada um dos materiais que compdem as
plataformas.

As analises realizadas por espectroscopia de impedancia eletroquimica conduzidas nas
duas plataformas, tanto na auséncia como na presenca das espécies biologicas, indicaram uma
redugdo na resisténcia a transferéncia de carga entre a superficie do eletrodo e a solu¢ao na
presenca de luz, resultando na eficiéncia do processo de separacao de cargas fotogeradas.

ApoOs a otimizacao dos sistemas e os estudos das interagdes anticorpos-antigenos, foi
possivel realizar a construgdo da curva analitica para os dois imunossensores desenvolvidos. A
primeira plataforma imunossensora (anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO) exibiu duas boas
correlagdes lineares para concentragdes dos antigenos variando de 1 a 100 fg mL™ e 1 a 1000
pg mL!, j4 a segunda plataforma foi idealizada para detectar duas proteinas (espicula e
nucleocapsideo). Para a plataforma S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO4/SrTiO3/FTO a faixa obtida foi
de 0,1 pg mL ' a 1000 ng mL", enquanto que a plataforma N-Anti-SARS-CoV-
2/BiVO4/StTiOs/FTO foi de 0,01 pg mL ' a 1000 ng mL", podendo detectar um LD
experimental de 1 fgmL™', 0,1 pgmL™" € 0,01 pg mL", respectivamente.

Em relacdo aos estudos de precisdo, as analises dos valores de DPR revelaram que os
imunossensores desenvolvidos demonstraram uma boa precisao e exatidao durante a execugao

das medidas fotoeletroquimicas. O estudo de possiveis interferentes atestou a excelente
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seletividade dos imunossensores para as proteinas do SARS-CoV-2, ndo havendo influéncia
significativa no sinal analitico gerado pelas outras espécies.

Neste sentido, foi possivel realizar o desenvolvimento de imunossensores FEQ para
deteccdo viavel das proteinas do SARS CoV-2 baseado em uma lampada LED comercial de
baixo custo e baixa poténcia combinada a uma caixa artesanal para controle de incidéncia de
luz. Por fim, os imunossensores projetados sao dispositivos vidveis para determinagao sensivel,
precisa e exata das proteinas de SARS-CoV-2 em amostras de saliva artificial, podendo ser
considerados alternativas promissoras para detec¢do de SARS CoV-2 em amostras biologicas

nao invasivas como saliva devido a sua alta sensibilidade e detectabilidade.
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6.1. Perspectivas
Validacéo Clinica e Adaptabilidade:

Conduzir estudos com amostras reais para confirmar a eficacia e confiabilidade dos
imunossensores. Além disso, € importante avaliar a possibilidade de adaptar os sistemas para a
deteccdo de variantes do virus, garantindo a relevancia dos dispositivos mesmo frente as
mutacOes
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: This work aims to develop a photoelectrochemical (PEC) platform for detection of SARS-CoV-2 spike glyprotein
SARS CoV-2 S1. The PEC platform is based on the modification of a fluorine-doped tin oxide (FTO) coated glass slide with
Ph‘{toeleﬁr“hemi“l platform strontium titanate (SrTiO3 or ST), sulfur-doped carbon nitride (g-C3N4—S or CNS) and palladium nanoparticles
lsgfllilaium nanoparticles entrapped in aluminum hydroxide matrix (PdAIO(OH) or PANPs). The PEC platform was denoted as PANPs/CNS/
¢-CaN4-S ST/FTO and it was characterized by SEM, TEM, FTIR, DRX, and EIS. The PEC response of the PANPs/CNS/ST/

FTO platform was optimized by evaluating the effects of the concentration of the donor molecule, the nature of
the buffer, pH, antibody concentration, potential applied to the working electrode, and incubation time. The
optimized PANPs/CNS/ST/FTO PEGC platform was modified with 5 pg mL ™! of antibody for determination of
SARS-CoV-2 spike glycoprotein S1. A decrease in the photocurrent was observed with an increase in the con-
centration of SARS-CoV-2 from 1 fg mL™! to 1000 pg mL ! showing that the platform is a promising alternative
for the detection of S1 protein from SARS-CoV-2. The designed PEC platform exhibited recovery percentages of
96.20% and 109.65% in artificial saliva samples.

1. Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is
responsible for the COVID-19, which was announced as a pandemic by
the World Health Organization (WHO) on March 11, 2020 due to mil-
lions of cases confirmed globally (Word Health Organization, 2020).
Nowadays, COVID-19 has become a huge public health issue that has
infected more than 271 million and killed more than 5.3 million people
worldwide (Word Health Organization, 2021). The fifth wave of
COVID-19 caused by the emergence of the omicron variant, which is
characterized by deletions and more than 30 mutations, brought greater
transmissibility, higher viral binding affinity and immune escape. In
addition, there are still uncertainties regarding the behavior of this
variant, including in relation to vaccine-mediated immunity (Karim and

* Corresponding author.
** Corresponding author.

Karim, 2021). Therefore, the development of devices to confirm/detect
quickly and in a reliable form the infection by SARS-CoV-2 virus is of
high importance nowadays since the early and fast diagnosis of infected
patients can delay the spread of this infectious disease (Yakoh et al.,
2021; Morales-Narvaez and Dincer, 2020). In this sense, there has been
proposed a number of methods for the detection of the corona virus
based on several different strategies including detection the viral nucleic
acids during acute infection (Chu et al., 2020), methods based on arti-
ficial intelligence (Pirouz et al., 2020), serological assay (Amanat et al.,
2020), and sensors (Kumar et al., 2022).

In addition, there are many reliable, robust and well-established
commercially available methods based on different operational princi-
ples for the SARS-CoV-2 detection including those based on quantitative
reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA), and conventional lateral flow
immunoassays. The RT-PCR has been presented as the gold standard
method for the COVID-19 diagnosis and it can be performed by mini-
mally invasive sampling procedures, however, has been related some
difficulties in the use of the RT-PCR including false-negative rate range
up to 37% (Mehmandoust et al., 2022). The ELISA is a simple and safe
assay for serum and plasma samples from infected patients and it in-
volves multiple liquid handling steps. The conventional lateral flow
immunoassays (LFIA) are quick, reliable and low cost tests based on the
application of a drop of sample on an immunochromatographic stick;
however, the conventional lateral flow immunoassays present limita-
tions in quantitative and sensitive analyses of SARS-CoV-2 detection (Li,
and Lillehoj, 2021; Oliveira et al., 2020; Yadav et al., 2021). Therefore, a
specific, reliable, easy to use, simple, fast, and portable method for the
quantitative and sensitive detection of SARS-CoV-2 is a feasible alter-
native to commercially applied methods.

In this context, the photoelectrochemical methods stand out as a
promising approach for the development of sensors for immunodiag-
nosis of SARS-CoV-2 biomarkers. It has attracted growing interest in
bioanalysis since the excitation (light) and detection (current) signals
are of different nature, such as this technique can operate with low
background signal contributing for a high sensitivity (Zhang et al.,
2019).

An essencial issue for the establishment of an efficient photo-
electrochemical sensor is the choice of the material exploited in the
development of the photoelectroactive platform, since it determines the
efficiency of photogenerated charges lifetime and the intensity of the
photocurrent (Zhang et al., 2019).

The semiconductors are among the most exploited materials in
development of photoelectrochemical sensors, since these materials can
absorbs light from an incident radiation source to produce electron/hole
couples and generate photocurrent (Bard, 2001). Due to the capability of
the semiconductors in conversion of photon-to-current, they are widely
used for construction of detectors for photoelectrochemical systems and
photocatalytic applications. In addition, it is also possible to improve the
conversion efficiency of the semiconductors through the interaction of
these materials with sensitizing species and/or by combining two or
more photoactive materials.

Semiconductors based on ceramic materials have received high
attention in the development of devices based on photo-to-electron
conversion (Rozhansky and Zakheim, 2005) due to its exquisites prop-
erties including ferroelectricity, piezoelectricity, electro-optical, mag-
neto-optical properties, good chemical resistance, resistance to use in
high temperatures etc. (Magalhaes et al., 2017). Among the ceramic
based materials, perovskites, such as strontium titanate (SrTiOs) pre-
sents very interesting characteristics to development of sensors such as
high chemical and thermal stability (Yang et al., 2020). However,
SrTiO3 presents a high band gap such as it presents low capability to
produce electron/holes pairs under incidence of visible light.

Graphitic carbon nitride (g-C3N4) has attracted considerable atten-
tion, especially in the recent years, in the fields of photocatalysis, pho-
toelectrochemistry, and electrochemistry owing to its ability to be doped
and its tunable structure, photocatalytic and photoelectronic properties
(Sagara et al., 2016; Yu et al., 2017). However, the undoped g-C3N4 can
does not exhibit a photocatalytic performance as good as expected
owing to fast recombination of photoinduced charge carriers (Niu et al.,
2012; Li et al., 2014; Fu et al., 2017). In order to solve this problem,
several strategies has been proposed (Chai et al., 2017; Zhou et al., 2018;
Guo et al., 2020), including the doping with metal and/or non-metal
chemical elements which has showed to be one of the most effective
methods to improve the electronic structure and photoelectrochemical
properties of the g-C3Ny. In this sense, several non-metal dopants have
been investigated, including sulfur (Wang et al., 2018; Li et al., 2019).
The doping of g-C3N4 by sulfur has indicated that the dopant can play a
significant role in tuning the electronic structure, reducing the band gap,
broadening the light responsive region, assisting the separation of
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photo-generated charge carriers, thus creating more active sites on
g-C3Ny (Jiang et al., 2017; Wang et al., 2018; Li et al., 2019).

Palladium is highly exploited in electrocatalysis of a number of
species (Li et al., 2005; Tronto et al., 2006; Dominguez-Dominguez et al.,
2008) and it is highly exploited as nanoparticles supported on several
materials in order to obtain palladium-supported nanoparticles of high
stability and high surface-to-volume ratio (Choudary et al., 2002; Yang
et al., 2008; Gniewek et al., 2008). In addition, palladium nanoparticles
based materials has been exploited in catalytic and electrocatalytic re-
actions of manys species (Trzeciak and Augustyniak, 2019; Xu et al.,
2022). The proposed PEC immunosensor exploits ascorbic acid as donor
molecule. Thus, Pd nanoparticles were employed in order to improve the
electrochemical oxidation of the donor molecule (Wu et al., 2012).

In this context, the present work exploits the use of SrTiO3 combined
to sulfur dopped g-C3N4 and nanoparticles of palladium supported in
aluminum hydroxide as a photoelectrochemical platform for detection
of SARS-CoV-2 spike glycoprotein S1.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and solutions

All chemicals were of analytical grade and they were used without
further purification steps. Strontium titanate (SrTiOs), palladium
nanoparticles trapped in aluminum hydroxide matrix (Pd/AlO(OH)), 2-
[4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-yl] sulfonic ethane (HEPES), chitosan
(1%), glutaraldehyde (5%), bovine albumin (BSA) (1%), and thiourea
(CH4N3S) were purchased from Sigma-Aldrich, USA.

Anti-SARS-CoV-2 spike glycoprotein S1 antibody (Ab273074) and
SARS-CoV-2 spike glycoprotein S1 (Ab272105) were purchased from
abcam, USA. These proteins were denoted as anti-SARS-CoV-2 and
SARS-CoV-2, respectively. Monobasic sodium phosphate (NaH2POj4.
H50), acetic acid (CH3COOH), sodium hydroxide (NaOH), ascorbic acid
(CgHgOg or AA), and boric acid (H3BO3) were purchased from Isofar -
Indtstria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda, Brazil. Ethanol was
purchased from Merck - Brazil. All working solutions were prepared
with water purified in an OS100LXE system from GEHAKA Company.

2.2. Preparation of sulfur-doped carbon nitride and construction of the
PdNPs/CNS/ST/FTO PEC platform

Sulfur-doped carbon nitride (g-C3N4—S or CNS) was synthesized
using thiourea (HoNCSNH,) as precursor under high temperature heat-
ing conditions using a mulffle, according to (Guan et al., 2021). Firstly, a
certain amount of the percussor was weighed, taken to the muffle,
keeping the temperature at 550°C for 2 h, then the material was cooled
to room temperature. A yellow g—C3N4-S (CNS) product obtained was
ground to a fine powder with aid of a mortar and pistle.

For the construction of the PEC platform, 3 mg of SrTiO3 (ST), 1 mg
of CNS and 3 mg of Pd/AIO(OH) (represented as PANPs) were weighed
for dispersion in 20 pL of deionized water for further mixing and ho-
mogenization. Then 20 pL of this dispersion was removed to be placed
directly on the surface of the FTO electrode, which was dried at room
temperature and then taken to the heating plate at a temperature of
350°C for 30 min, thus forming a film of the composite material PANPs/
CNS/ST on the FTO surface.

Then, a stock solution of SARS-CoV-2 antibody was prepared at a
concentration of 10 pg mL~* with phosphate buffer solution (PBS) from
which SARS-CoV-2 antibody solutions were prepared at concentrations:
1, 2.5 and 5 pg mL 1.

For the modification of the PANPs/CNS/ST/FTO platform with SARS
CoV-2 antibody, 15 pL of chitosan (1% m/v) and 15 pL of glutaraldehyde
(5% m/v) were mixed. From this solution an aliquot of 10 pL was
removed and mixed with 10 pL of the SARS-CoV antibody solution.
Then, 10 pL of this last solution was added to the surface of the PANPs/
CNS/ST/FTO platform and the platform modified with SARS-CoV-2
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antibody was left to dry for 30 min. After this step, 10 pL of BSA (0.5%
m/v) was added to the antibody-modified platform, which was allowed
to dry for 10 min, and washed with deionized water to remove weakly
adsorbed species, obtaining the anti-SARS-CoV-2 immunosensor (anti-
SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO). Finally, the study of the SARS-CoV-
2/anti-SARS-CoV-2 interaction was performed by incubating the surface
of the immunosensor with 10 pL of SARS-CoV-2 solutions for 30 min.
Then, the amperograms were recorded by applying a potential of 0.0 V
vs Ag/AgClsat. k-

2.3. Characterization of the materials used to build the PEC platform

The SEM measurements were carried out in a Scanning Electron
Microscope - FEI Quanta 200 FEG and TEM measurements were per-
formed on a Tecnai G2-20 Transmission Electron Microscope - FEI
SuperTwin 200 kV.

FT-IR measurements were performed to identify the functional
groups of the materials exploited to construct the PEC platform. For this
purpose, a KBr pellet was prepared mixing KBr powder to the com-
pounds to be analyzed (1 wt%). The mixtures were pressed in specific
molds with a pressure of 10-15 kpsi, thus forming a disc. In order to
obtain the FTIR spectra, a Shimadzu spectrophotometer, IR model
Prestige-21 was used in the spectral range from 4000 to 400 cm ™. The
crystal structure of the materials were analyzed by X-ray diffraction
(XRD) device using a Bruker D8 Advance diffractometer, with a CuKa
radiation tube operating at 40 kV/40 mA. XRD measurements were
performed with a 20 in the range of 10°-90°, with a step size of 0.02° and
counting time of 0.5 s.

2.4. Electrochemical and photoelectrochemystry measurements

The electrochemical and photoelectrochemical measurements (PEC)
were performed with an Autolab potentiostat/galvanostat model
PGSTAT 128N from Metrohm-Autolab coupled to a Nova 2.1 software.
Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements were also
performed with an Autolab potentiostat/galvanostat model PGSTAT
128N from Metrohm-Autolab equipped with a frequency response
analyser (FRA 2) in a frequency ranging from 10° Hz to 0.1 Hz. In both
cases, a three-electrode conventional cell composed of a working elec-
trode (FTO - Fluorine-Doped Tin Oxide), an Ag/AgCl electrode as
reference electrode and a gold electrode as auxiliary electrode. The PEC
measurements were performed with a commercial lamp of 30 W as light
source attached to a homemade dark box.

2.5. Preparation and analysis of saliva samples

In order to evaluate the applicability of the immunosensor were
performed analysis of artificial saliva samples acquired at a local drug-
store. The detection of the SARS-CoV-2 was performed with the anti-
SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO immunosensor platform by using
the external calibration method.

The samples were prepared containing different concentrations of
SARS-CoV-2 (1 fg mL~!, 10 fg mL~!, 100 fg mL !, 1 pg mL™!, 10 pg
mL ! and 100 pg mL 1) and then the immunosensor (anti-SARS-CoV-2/
PdNPs/CNS/ST/FTO) was incubated with 10 pL of each sample for 30
min. Before the recognition of SARS-CoV-2 spike glycoprotein S1, 10 pL
of BSA (0.5% m/v) was added on the sensor surface for 5 min in order to
block non-specific bindings. Finally, for the PEC measurements, the
immunosensor was washed with deionized water and measurements
were performed in 0.1 mol L~! HEPES buffer solution (pH 7.0), con-
taining 0.3 mol L™" of AA, Eapi, = 0.0 V.
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3. Results and discussion
3.1. Characterization of the materials used to build the PEC platform

The Fig. 1 shows the scanning electron microscopy (SEM) images of
(a) strontium titanate, SrTiOs, (b) sulfur-doped carbon nitride, g-C3N4-S,
(c) palladium nanoparticles trapped in aluminum hydroxide matrix, Pd/
AlO(OH), and (d) the composite material (PdNPs/CNS/ST). The SEM
image of SrTiO3 show nanometric particles with edges relatively
smooth. On the other hand, the sulfur doped carbon nitride presented
micrometer structures of exfoliated surface.

The SEM image of the palladium nanoparticles trapped in aluminum
hydroxide matrix, Pd/AIO(OH) show rugous micrometric particles
(Fig. 1c). On the other hand, the PANPs/CNS/ST composite presents a
heterogeneuos morphology with particles of different dimensions
including micrometric and nanometric particles. TEM image presented
in Fig. le show the presence of the palladium nanoparticles in the
PANPs/CNS/ST composite. Fig. 1f show the EDX spectrum of the PANPs/
CNS/ST sample. As can be seen, the EDX spectrum has shown the
presence of Pd, Al, C, N, Ti, O, and Sr elements on the surface of com-
posite suggesting the successful preparation of PANPs/CNS/ST sample.

The materials that make up the PEC platform and the complete
composite material were characterized by FTIR and X-Ray Diffraction
(XRD) techniques. In this sense, Fig. 2 shows the FTIR spectra for
palladium nanoparticles trapped in aluminum hydroxide matrix (PdAlO
(OH) or PdNPs). The PANPs (blue spectrum) show a peak around 3450
em! and a weak band at 1641 cm ™! referring to the elongation of
adsorbed water. In addition, bands at 1072 cm~! and 740, 620 and 479
cm™! correspond, respectively, to the symmetrical vibration Al-OH and
Al-O groups, respectively (Liu et al., 2012; Abdollahifar et al., 2014;
Choi et al., 2018).

The g-C3N4-S (CNS) spectrum (Fig. 2, Green spectrum) presented
bands in 3500-3000 cm~* corresponding to the stretching vibration of
N-H probability attributed to uncondensed amine groups and O-H
groups from adsorbed water molecules. The bands between 1200 and
1700 cm ! can be assigned to stretching vibration modes of the aromatic
CN heterocycle and a sharp absorption band appearing at 810 cm™! is
assigned to the stretching vibration of the triazine units (Guan et al.,
2021). The spectrum obtained for SrTiOs, ST (Fig. 2, red spectrum)
shows peaks around 1470 cm ™! that can be attributed to the elongation
modes of the carboxylate group (COOH). The peaks around 851 cm ™!
and 585 cm™! correspond to the vibration and elongation of Ti-O (Xian
et al., 2014; Mohammadi et al., 2020). The spectrum obtained for the
PdANPs/CNS/ST composite (Fig. 2, black spectrum) indicate the presence
of the ST with CNS and PdNPs, since the bands related to each material
are observed for the complete composite.

Fig. 3 shows the diffractograms of the materials that make up the
composite. In the ST XRD pattern (red diffractogram) it is possible to
observe the peaks corresponding to the planes (100), (110), (111),
(200), (210), (211), (220), (310), and (222) that belong to the cubic
perovskite structure with space group Pm-3m (ICDD-01-084-0444). The
peaks close to 25.0° and 27.5° are impurities not identified.

The CNS diffractogram (Fig. 3, green diffractogram) shows the two
(001) and (002) peaks at 13.10° and 27.43°, respectively, corresponding
to interlayer stacking of the aromatic system, that are characteristic of
graphitic materials (Wang et al., 2008; Shao et al., 2016; Cao et al.,
2017). Finally, in Fig. 3, blue diffractogram, peaks characteristic of the
planes (020), (120), (031), (200), (002), and (251) can be observed,
which are attributed to the nanocrystalline structure of the aluminum
oxide hydroxide, with orthorhombic structure and space group Amam. It
is also noted that there is no peak observed for the PANPs material, as
observed in the FTIR spectrum (Fig. 2, blue spectrum), which is due to
the Pd/AlO(OH) compound (described as PANPs) presenting only 0.5%
Pd metal (by weight) (Goksu, 2015). In addition, the XRD spectrum of
the material PANPs/CNS/ST (black diffractogram) shows characteristics
of the three above-mentioned patterns, indicating the mixing of the
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Fig. 1. SEM images of scanning electron microscopy images of (a) strontium titanate, SrTiOs, (b) sulfur-doped carbon nitride, g-C3N4-S, (¢) palladium nanoparticles
trapped in aluminum hydroxide matrix, Pd/AlIO(OH), and (d) the composite material (PANPs/CNS/ST), (e) TEM image of PANPs/CNS/ST sample, (f) and EDX

spectrum of the PANPs/CNS/ST sample.

three studied materials.

3.2. Electrochemical and photoelectrochemystry measurements

Fig. 4a shows the amperograms referring to the FTO platforms
modified with PANPs/ST, CNS/ST, PdNPs/CNS, and PdNPs/CNS/ST/
FTO in the presence of a 0.1 mol L ™! phosphate buffer solution (PBS) in
the absence and presence of 0.2 mol L™} AA, under an applied potential
of 0.0Vv Ag/AgCl and incidence of chopped light. For all

photoelectrochemical platforms, there is a significant increase in pho-
tocurrents when they are in the presence of the donor molecule. The
increase of the photocurrent in the presence of donor molecule is due to
a lower recombination of the photogenerated electron/hole pairs due to
the transfer of electrons from the AA to the platforms. However, the
comparison of the photocurrent of the different modified FTO electrodes
shows that the FTO modified with PANPs/CNS/ST presented a signifi-
cantly higher photocurrent compared to the other electrodes. This result
is probably due to the strong synergism existing in relation to strontium
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Fig. 3. DRX spectra for the ST (SrTiO3); CNS (g-C3N4-S); PANPs (PdAIO(OH)),
and PANPs/CNS/ST.

titanate, sulfur-doped carbon nitride and palladium nanoparticles
trapped in aluminum hydroxide matrix. The combination of these three
materials provided an increase in the speed of electronic transfer of
ascorbic acid, thus favoring a greater sensitivity of the system. The
figure inserted in Fig. 4a shows the Nyquist diagrams for the PANPs/
CNS/ST/FTO platform in the presence of 0.1 mol L ™! KCI containing 5
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Fig. 4. (a) Amperograms obtained for PANPs/ST/FTO (red amperogram), CNS/
ST/FTO (pink amperogram), PdNPs/CNS/FTO (blue amperogram), PdNPs/
CNS/ST/FTO (purple amperogram). Experiments carried out in 0.1 mol L™}
phosphate buffer solution, pH 7.0. E,pp. = 0.0 V vs Ag/AgCl. Inset of Fig. 4(a)):
Nyquist plots for the PANPs/CNS/ST/FTO platform in without and with inci-
dence of visible LED light. (b) Nyquist plots for the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/
CNS/ST/FTO platform without (spectrum 1) and with incidence of visible
LED light (spectrum 2), Nyquist plots for the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/
FTO platform without (spectrum 3) and with incidence of visible LED light
(spectrum 4) after incubation in a SARS-CoV-2 solution. EIS experiments per-
formed in 0.1 mmol L~! KCl solution containing 5 mmol Lt K3[Fe(CN)e] and
Eappl. = 0.3 V vs Ag/AgCl. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

mmol L™ of K3[Fe(CN)g]. The electrochemical impedance spectra (EIS)
were obtained in the absence (black spectrum) and presence (red spec-
trum) of visible LED light. According to this figure, it is observed that in
the presence of light there is a decrease in the resistance to charge
transfer between the redox probe and the surface of the modified FTO.
This decrease suggests an increased photogeneration of the electron/
hole pairs on the surface of the FTO containing the PdNPs/CNS/ST
composite material.

Fig. 4b shows the EIS for the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO
immunosensor platform in the absence (spectrum 1) and presence
(spectrum 2) of visible LED light as well as the EIS for the anti-SARS-
CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO immunosensor platform previously incu-
bated in a solution containing the SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2/anti-SARS-
CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO immunosensor platform) in the absence
(spectrum 3) and presence (spectrum 4) of light. As can be seen, the
incidence of light provides a decrease of the charge transfer resistance
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between the redox probe and the PEC platform. These results suggest
that the electrode modified with PANPs/CNS/ST is a sensitive electro-
chemical platform for monitoring of SARS-CoV-2, since the SARS-CoV-
2/anti-SARS-CoV-2 interaction has promoted a change of the analyt-
ical signal obtained with the platform for the probe molecule. Thus, the
best conditions for obtaining the analytical signal of the donor molecule
were further evaluated through the study of its concentration, pH of the
medium, type of buffer solution and potential applied to the working
electrode.

Fig. Sla shows an increase of the photocurrent with an increase of
the concentration of ascorbic acid (AA) from 0 to 0.4 mol L. As can be
seen, the photocurrent has increased significantly from 0 up to 0.3 mol
L~! and for AA concentrations higher than 0.3 mol L™ there is very low
variation of the photocurrent of the platform for the donor molecule
(Fig. Sla and Slal) indicating that for concentrations higher than 0.3
mol L1 is reaching a saturation of the response due to the more difficult
oxidation of the donor molecule on the photoelectrochemical platform
surface.

Fig. S1b shows the amperograms obtained for 0.1 mol L™ PBS with
pH values ranging from 5.0 to 8.0. The photocurrent values increase
from pH 5.0 up to pH 7.0 and decrease for pH values higher than 7.0
(Fig. S1b1). This result suggests that in an electrolyte that has an equal
concentration of hydronium ions and hydroxyl ions, there is greater
stability for the photoelectrochemical platform and, consequently, a
better response for the donor molecule. In this sense, an electrolyte so-
lution with a pH value of 7.0 was used for the other studies.

Fig. S1c shows amperograms for different buffers (Britton-Robinson
- BR; Phosphate — PBS; Mcllvaine — MC; Tris(hydroxymethyl)amino-
methane hydrochloride - TRIS; Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic
acid) - PIPES; and N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’'-(2-ethanesulfonic
acid) — HEPES). According to Fig. Slc it is observed that a higher
photocurrent was achieved with the HEPES buffer. The HEPES buffer
may act as an effective antenna molecule to some semiconductors
improving the visible light photoactivity (Qiu et al., 2018; Yotsumoto
Neto et al., 2019). Thus, the HEPES buffer probably can interact with the
photoactive composite improving the photocurrent of the photo-
electrochemical platform.

Fig. S1d shows the photocurrent responses of the platform for
different potentials applied to the working electrode (from —0.3 to +0.3
V vs Ag/AgCl) to favor AA oxidation and verify at which potential the
maximum oxidation of the donor molecule occurs. Based on the
amperograms, it is observed that the photocurrent increased from —0.3
V to 0.0 V and remained constant between 0.0 and 0.1 V. At potentials
higher than 0.1 V, a decrease in the platform photocurrent is observed,
probably due to higher charge recombination. In this context, the 0.0 V
potential was chosen to be applied to the working electrode in further
studies.

Fig. S2a shows an amperometric response of the PANPs/CNS/ST/
FTO platform modified with SARS-CoV-2 antibody at different concen-
trations 0-10 pg mL ™!, These studies were performed in 0.1 mol L™?
HEPES buffer solution, pH 7.0, under an applied potential (Eapp1.) of 0.0
V vs Ag/AgCl. This figure shows that increasing the antibody concen-
tration from O to 10 pg mL™' provides a gradual decrease in the
photocurrent of the photoelectrochemical platform in the presence of
AA. These results suggest that the SARS CoV-2 antibody makes the
oxidation of the donor molecule more difficult, favoring the recombi-
nation of photogenerated charges. It is observed that after the immo-
bilization of the antibody, there is a variation in the photocurrent of the
system, which increases more significantly between 0 and 5 pg mL~* and
remains practically constant between the concentration of 5 and 10 pg
mL . Due to the small difference between photocurrents for SARS-CoV-
2 antibody concentrations between 5 and 10 pg mL~! and the economy
of the reagent, the concentration of 5 pg mL~* was chosen for the other
studies.

The SARS-CoV-2/anti-SARS-CoV-2 interaction time is extremely
important for the development and application of an immunosensor in
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order to find a better interaction between biological materials on the
anti-SARS-CoV-2 modified platform. Thus Fig. S2b shows amperograms
for different incubation times (0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; and 40 min) of
the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO immunosensor platform in a
solution of SARS-CoV-2. Fig. S2b shows that there is a gradual decrease
in the photocurrent of AA on the PEC platform up to a time of 30 min
with the increase of the incubation time, indicating an increase in the
recombination of photogenerated charges on the electrode surface. After
this time, it is observed that the photocurrent does not change and re-
mains constant up to 40 min. In this sense, an incubation time of 30 min
was fixed for the construction of the analytical curve.

The evaluation of the precision of the PANPs/CNS/ST/FTO platform
was performed in the presence of 0.3 mol L™! AA through the repeat-
ability of 24 successive measurements of the fotocurrent performed
within a time interval of 1000 s. Fig. S2¢ shows the amperograms for the
PdNPs/CNS/ST/FTO PEC platform (black amperogram), SARS-CoV-2
antibody modified PANPs/CNS/ST/FTO platform (red amperogram)
and the SARS-CoV-2/anti-SARS-CoV-2 modified PANPs/CNS/ST/FTO
platform (blue amperogram). After performing the measurements, it
was possible to assess the precision of the sensor considering the relative
standard deviation (RSD) of all photocurrent values (0.12%, 0.56% and
1.62%, respectively). From the results, it can be seen that the immu-
nosensor before and after the immobilization of SARS-CoV-2/anti-SARS-
CoV-2 provided us with excellent values of RSD, so the immunosensor
platform has good repeatability for measurements performed on the
same working day. Additionally, in order to verify the stability of the
platform after the immobilization of 5 pg mL™! of the SARS-CoV-2
antibody on the PdNPs/CNS/ST/FTO platform, five PEC platforms
were prepared in the same way and on different working days (Fig. S2d)
Fig. S1d. Thus, a RSD of about 2.3% was calculated for the prepared
platforms, which suggests that the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/
FTO immunosensor platform presents good reproducibility.

Fig. 5a shows the amperograms for diferent concentrations of SARS-
CoV-2 (from 0 to 1000 pg mL™1). In this figure, it can be seen that as the
concentration of SARS-CoV-2 was increased, a decrease in the photo-
current of the system was observed. As can be seen in Fig. 5b, the as-
sociation between SARS-CoV-2 and immobilized antibody increases the
shift of the photocurrent [(AI = (I, — I)] of the immunosensor, showing
that the photocurrent intensity is proportional to the logarithm of SARS-
CoV-2 concentration, where I, and I are the photocurrent of the anti-
SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO immunosensor platform before and
after incubating with SARS-CoV-2, respectively.

The analytical curve for SARS-CoV-2 exhibited two good linear re-
lationships for concentrations ranging from 1 to 1000 fg mL™! and
1-1000 pg mL~". The linear regression equations were AI/pA = 4.76 +
0.84 log ([SARS-CoV-2]/pg mL_l), with a correlation coefficient of
0.992 and AI/pA = 4.64 + 0.47 log ([SARS-CoV-2]/pg mL™1) with a
correlation coefficient of 0.996. The proposed method is able to exper-
imentally detect 1 fg mL™'. The analytical characteristics of this PEC
immunosensor were compared to previously reported methods. It can be
seen from Table S1 (Funari et al., 2020; Imran et al., 2021; Karakus et al.,
2021; Moitra et al., 2020; Pramanik et al., 2021; Rahmati et al., 2021;
Vadlamani et al., 2020; Yakoh et al., 2021) show that the proposed PEC
immunosensor exhibits some superior characteristics or similar to the
others immunosensors for SARS-CoV-2.

The mechanism by which the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO
PEC immunosensor detects the presence of SARS-CoV-2 under visible
LED light illumination is presented in Fig. 6. According to the proposed
mechanism, the PANPs/g-C3N4S material on the surface of the SrTiO3/
FTO platform captures photons promoting electrons from valence band
to conducting band giving rising to e /h™ couples. Thus the electron
photogenerated at conducting band of PANPs/g-C3N4S can be injected in
the conduction band of the perovskite (SrTiO3) and later to the FTO
electrode and the hole in the valence band of the PANPs/g-C3N4S can be
transferred to the hole scavenger molecule. Simultaneously, the SARS-
CoV-2 protein present in the sample can interact with the immobilized
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Fig. 5. (a) Photocurrent response for anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO
immunosensor for blank (black amperogram) and after incubating in different
concentrations of SARS-CoV-2: 1 fg mL™%; 10 fg mL™'; 100 fg mL™'; 1 pg mL™%;
10 pg mL~%; 100 pg mL~'; 1000 pg mL~! (other amperograms). (b) Analytical
curve for SARS-CoV-2 detection with the anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/
FTO immunosensor platform. Measurements carried out in 0.1 mol L7!
HEPES solution (pH 7.0) containing 0.3 mol L™! AA. Eappl- = 0.0 V vs Ag/
AgClsat. ka)- tine = 30 min. The RSD was less than 1%.
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Fig. 6. Schematic representation of the proposed mechanism for the photo-

electrochemical detection of the immunosensor anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/
ST/FTO.
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anti-SARS-CoV-2, decreasing the efficiency of the system to produce
photocurrent since the anti-SARS-CoV-2/SARS-CoV-2 interaction re-
duces the efficiency of the photoactive material to transfer holes to
donor molecules.

4. Application of the photoelectrochemical immunosensor in
artificial saliva samples

In order to evaluate the accuracy and the applicability of the
designed immunosensing platform in artificial saliva samples, the anti-
SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO PEC sensor was tested to target
SARS-CoV-2 at different concentrations in artificial saliva samples. The
samples were spiked with the following concentrations of SARS-CoV-2:
1 fgmL %, 10 fg mL™1, 100 fg mL~!, 1 pg mL !, 10 pg mL~! e 100 pg
mL~! and the quantification of the biological material in the spiked
samples was performed by the external calibration method. The found
recovery values were between 96.20% and 109.65% (Table S2) with low
values of relative standard deviation, indicating good accuracy and
precision. The results suggest that the developed PEC immunosensor is a
promissing strategy for the detection of SARS-CoV-2.

5. Conclusion

The present work reports the development of a PEC immunosensor
for feasible SARS CoV-2 spike glycoprotein detection based on a low cost
commercial LED lamp of low power combined to a homemade box to
control the incidence of light. The electrochemical response of the
PdNPs/CNS/ST/FTO platform was highly sensitive to light incidence
onto the PEC cell suggesting an improved electron-hole separation under
visible LED light illumination. The interaction between SrTiO3 particles
with g-C3N4-S and palladium nanoaprticles improved the PEC effi-
ciency of the sensing platform under visible LED light, reflecting on a
wide linear response range and a low limit of detection for SARS CoV-2
S1 protein. The designed immunosensor is a feasible device to sensitive,
accurate and precise determination of SARS-CoV-2 in artificial saliva
samples. The anti-SARS-CoV-2/PdNPs/CNS/ST/FTO PEC immuno-
sensor may be a promising alternative for detection of SARS CoV-2 in
non-invasive biological samples as saliva due its high sensitivity and
detectability.
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1 | INTRODUCTION

The spread of coronavirus disease (COVID-19) around
the globe has led to immense social and economic losses
[1, 2]. Although the spread of the disease was consid-
erably reduced due to vaccine discovery and vaccination

Lauro Tatsuo Kubota*

Alan Silva de Menezes® |
| Flavio Santos Damos' |

Abstract

The COVID-19 pandemic is still a continuing worldwide challenge for public
health systems. Early and ultrasensitive identification of the infection is es-
sential for preventing the spread of COVID-19 by pre-symptomatic or asymp-
tomatic individuals, particularly in the community and in-home settings. This
work presents a versatile photoelectrochemical (PEC) immunosensor for
SARS-CoV-2 detection based on a composite material formed by bismuth va-
nadate (BiVO,) and strontium titanate (SrTiO;). The PEC platform was de-
noted as BiVO,/SrTiO,/FTO, and it can be tuned for the detection of either
Spike (S) or Nucleocapsid (N) protein by simply altering the antibody immo-
bilized on the platform’s surface. Chemical, morphological, and electro-
chemical characterizations were performed by X-Ray Diffraction, Scanning
Electron microscopy, Energy-dispersive X-ray spectroscopy, Electrochemical
Impedance Spectroscopy, and Amperometry. With a simple sensing archi-
tecture of the PEC platform, it was possible to achieve a linear response range
of 0.1 pgmL™" to 1000 ngmL™" for S protein and 0.01 pgmL™" to 1000 ngmL ™"
for N protein. The PEC immunosensors presented recovery values for the two
SARS-CoV-2 proteins in artificial saliva samples between 97% and 107.20%

suggesting a good accuracy for the proposed immunosensors.

KEYWORDS
biosensing, BiVO,, PEC, SrTiO; SARS-CoV-2

campaigns, other highly contagious virus mutations
(e.g., Omicron variant) spread worldwide in 2022 [3-6].
To exemplify that, around March 2022, the amount of
confirmed positive Omicron infections surpassed 400.000
cases per day in South Korea [7]. This number shows
that innovative and versatile biosensing technologies
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capable of rapidly and precisely detecting severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) are
still needed for controlling future viral infection out-
breaks.

The most used technique for COVID-19 diagnostics
during this pandemic was reverse transcription-polymer-
ase chain reaction (RT-PCR), a laboratory-based techni-
que that presents high sensitivity and result accuracy
[8-10]. Nevertheless, RT-PCR requires a complicated
sample pre-treatment process, and obtaining the final re-
sults take around 3-4hours per sample analyzed
[3, 11-13]. Additionally, RT-PCR testing is costly and re-
quires a specialized laboratory facility with expensive in-
strumentations and well-trained personnel. Thus, RT-
PCR is not ideal for mass COVID-19 testing, especially in
underdeveloped countries and remote communities.
Therefore, rapid antigen lateral flow assay tests have
been approved in many different countries to overcome
these drawbacks. The rapid lateral flow assay tests sold
on the market can accomplish on-site diagnosis within
10 minutes. However, they don’t present a good de-
tection sensitivity, where their sensitivity reduces to less
than 50% for infected people with low virus levels, in-
cluding early infected or asymptomatic patients [14-19].

In this context, many researchers worldwide have fo-
cused on the search for new highly sensitive analytical
systems that provide increasingly faster results for de-
tecting SARS-CoV antigens. Among these systems, pho-
toelectrochemical (PEC) sensors are a promising alter-
native for detecting SARS-CoV antigens. These devices
are based on photoactive electrodes that can convert the
received photoirradiation into an electrical signal. They
are based on photoactive materials, which are essential
and crucial for the good performance of PEC sensors.
With the advantages of low cost, simple operation, and
rapid response, the photoactive materials make PEC sen-
sors very attractive to be used as an analytical tool.

In this work, we developed a highly sensitive PEC
platform by combining the photoactive materials stron-
tium titanate (SrTiO;) and bismuth vanadate (BiVO,)
into a composite and using fluorine-doped tin oxide
(FTO) as an electrode substrate. The SrTiO, is a per-
ovskite that presents interesting photochemical proper-
ties and is non-toxic and relatively inexpensive [20]. Cur-
rently, SrTiO; is becoming a promising material in PEC
applications. However, SrTiO; has disadvantages, such
as a high band gap value (=23.2 eV) and low visible light
absorption [21]. Therefore, to solve these limitations,
several strategies have already been proposed in the lit-
erature to improve the photocatalytic performance of
materials, such as doping with other elements or combi-
nation with other semiconductor materials. Thus, a pho-
toactive material that has been shown to be attractive

due to its low cost, high crystallinity, durability, good
stability, a material of easy synthesis, and non-toxicity is
bismuth vanadate (BiVO,) [22,23]. BiVO, is an im-
portant semiconductor that is widely used in photo-
catalytic processes such as the decomposition of dyes
and the production of hydrogen, onwing its ability of
light absorption in the visible region with a band gap
>~2.4 eV [22]. Materials with improved characteristics
can be obtained by combining together the properties of
BiVO, with the properties of SrTiO;. BiVO, and SrTiO,
are n-type semiconductors with excellent photostability
and high chemical stability [24-26], which makes them
very interesting to be used in photoelectrochemical sen-
sors. BiVO, has been combined with other materials for
detecting different proteins with good sensitivity, such as
procalcitonin [27, 28], carcinoembryonic antigen [29],
CD44 [30], and PSA [31, 32]. The combined use of BiVO,
and SrTiO; has shown promising results for photo-
catalytic applications [33] and water-splitting [34]. How-
ever, to our knowledge, BiVO,/SrTiO; is being used, for
the first time, to construct PEC immunosensors for de-
tecting SARS-CoV-2. PEC sensors are attractive for
SARS-CoV-2 immunosensing, whose responses are based
on the interaction between light and photoelectroactive
materials. The on/off photocurrent responses exhibit a
continuous signal baseline with high reproducibility and
low standard deviation, improving the detection of the
species of interest [35-37]. The specificity of our im-
munosensors towards SARS-CoV-2 detection is provided
by the immobilization of anti-SARS-CoV-2 spike glyco-
protein S1 antibody or anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid
protein antibody on the BiVO,/SrTiO; composite. They
specifically bind to the spike (S) protein or nucleocapsid
(N) protein, respectively.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Reagents

The reagents used were of analytical grade and used as
received. Disodium phosphate (Na,HPO,), sodium hy-
droxide (NaOH), boric acid (H;BO,), ascorbic acid (AA),
phosphoric acid (H;PO,), monobasic sodium phosphate
(NaH,PO,), citric acid (C4H0,), ethylene glycol, and po-
tassium chloride (KCl) were all acquired from Isofar —
Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda (Du-
que de Caxias, RJ-Brazil). Strontium titanate (SrTiO,), 2-
[4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-yl] ethane sulfonic
(HEPES), glutaraldehyde (5%), chitosan (1 %), bovine se-
rum albumin (BSA) (1%), ammonium vanadate
(NH,VO;), bismuth nitrate (BiNO;),.5H,0), potassium
ferricyanide (K;[Fe (CN)y]) were purchased from Sigma-
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Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-SARS-CoV-2 spike
glycoprotein S1 antibody (Ab273074), anti-SARS-CoV-2
nucleocapsid protein antibody (Ab272852), target SARS-
CoV-2 spike glycoprotein S1 (Ab272105), and target
SARS-CoV-2 nucleocapsid protein (Ab273530) were pur-
chased from Abcam (USA). Ethanol was purchased from
Merck - Brazil. All solutions were prepared using de-
ionized water obtained by GEAKA Ultrapurifier.

2.2 | Electrochemical and
photoelectrochemical measurements

For the PEC measurements, a traditional three-electrode
cell was used, containing a reference electrode Ag|AgCl
(3M KCI), a gold counter electrode, and the working
electrode (Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO5/FTO). All
measurements were carried out using a potentiostat/gal-
vanostat model PGSTAT 128 N from Metrohm-Autolab
connected to Nova 2.1 and FRA 2 software. This system
used a commercial LED lamp of 36 W coupled to a cus-
tomized box as a power source. Electrochemical im-
pedance spectroscopy (EIS) measurements were ob-
tained in 0.1 molL™' potassium chloride containing
5 mmol L' K;[Fe (CN)] in a frequency range of 0.1 Hz
to 10° Hz with a closed-circuit potential of 0.3V vs Ag|
AgCl (3 M KCl).

2.3 | Synthesis of the BiVO,

This procedure was slightly adapted from the method re-
ported by Prado etal [38]. A mass of 0.4850g of
(BiNO;);.5H,0 was precisely weighed and then trans-
ferred to a falcon tube containing 5 mL of ethylene gly-
col and sonicated for 40 minutes. Next, a mass of
0.1175g of NH,VO; was precisely weighed and trans-
ferred to a falcon tube containing 5 mL of deionized wa-
ter, and this solution was heated in a water bath until
the complete dissolution of solids. In the final step, the
second solution was slowly dropped into the bismuth
solution under constant stirring, forming a yellowish-
colored bismuth vanadate (BiVO,) suspension. The re-
sulting solution was then centrifuged, and the super-
natant solution was removed.

2.4 | Construction of the BiVO,/SrTiO;/
FTO photoelectrochemical sensor

The FTO substrate was immersed in ethanol and soni-
cated for 10 minutes and then rinsed thoroughly using
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deionized water. This procedure was carried out to
remove any impurities or species adsorbed on the elec-
trode surface. For the electrode modification, 10 mg of
SrTiO, was first weighed and dispersed in 0.02 mL of de-
ionized water. Subsequently, 0.02 mL of the BiVO, sus-
pension was added to the SrTiO; solution. From this re-
sulting mixture, 0.02 mL was removed and drop-casted
on the surface of the FTO electrode, which was left to
dry at room temperature and then placed on a heating
plate at 100 °C for 30 minutes. Finally, the FTO electrode
was placed in the muffle at 500°C for 1 hour, thus form-
ing the BiVO,/SrTiO,/FTO PEC platform.

Initially, different concentrations of SARS-CoV-2 an-
tibodies (1, 3, 5, 7, or 10 ugmL™") were prepared in phos-
phate buffer (pH 7.4), starting from a stock solution of
10 ugmL™". BiVO,/SrTiO,/FTO platform was modified
with SARS-CoV-2 antibodies, which target either N or S
protein, using 0.02 mL of chitosan (1%) mixed with
0.02 mL of glutaraldehyde (5%) forming the solution 1.
From this solution 1, 0.01 mL was taken and mixed with
0.01 mL of either of the SARS-CoV-2 antibody solution,
obtaining solution 2. Finally, 0.01 mL of the solution was
taken 2, added to the surface of the BiVO,/SrTiO,/FTO
sensor, allowing it to dry for 20 minutes. After this pro-
cedure, 0.01 mL of BSA (1%) was added to the photo-
electrochemical platform, leaving it to rest for 10 mi-
nutes. BSA was used as a blocking agent. Subsequently,
the platform was rinsed with deionized water to remove
any weakly adsorbed species, obtaining the Anti-SARS-
CoV-2/BiV0O,/SrTiO,/FTO immunosensor. The system
was incubated for 20 minutes to occurs the interaction
between antigen and antibody.

2.5 | Structural and morphological
characterization of the PEC sensor using
X-ray diffraction and scanning electron
microscopy

The structural analysis of the PEC sensor was performed
through X-Ray diffraction (XRD) technique, using a D8
Advance diffractometer (Bruker), with CuKa radiation
(A=1.5406 A) tube, operating at 40 kV/40 mA, equipped
with the LynxEye linear detector. The measurements
were performed in the 10°-90° 28 range, with 0.02° step
size and a counting time of 0.5 s/step.

The morphological and elemental composition of the
sample surfaces were characterized using Scanning Elec-
tron Microscopy (SEM) and X-ray Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS). The SEM images were obtained us-
ing Zeiss microscopy, model EVO HD and EDS analyses
were performed with a Bruker’s XFLASH EDS detector.
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2.6 | Electrochemical and
photoelectrochemical measurements

For the PEC measurements, a traditional three-electrode
cell was used, containing a reference electrode Ag|AgCl
(3M KCl), a gold counter electrode, and the working
electrode  Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/FTO. All
measurements were carried out using a potentiostat/gal-
vanostat model PGSTAT 128 N from Metrohm-Autolab
connected to Nova 2.1 and FRA 2 software. This system
used a commercial LED lamp of 36 W as a power source
coupled to a customized box. Electrochemical im-
pedance spectroscopy measurements were obtained in
0.1 molL™" potassium chloride containing 5 mmolL™"
K,[Fe (CN)y] in a frequency range of 0.1 Hz to 10° Hz
with a closed-circuit potential of 0.3V vs Ag|AgCl (3 M
KCl).

2.7 | Studies of the PEC BiVO,/SrTiO,/
FTO immunosensor in artificial saliva
samples

After system optimization, the applicability of the im-
munosensor directly in artificial saliva samples was eval-
uated. Artificial saliva was obtained from a local phar-
macy in Sdo Luis, Maranhdo - Brazil. The method used
for protein quantification was an external calibration
curve. Three different concentrations of samples (0.01, 1,
100 ngmL™") were prepared for each S-SARS-CoV-2 and
N-SARS-CoV-2 protein. Subsequently, 0.01 mL of each
sample was drop-casted on the sensor’s surface and in-
cubated for 20 minutes. All PEC measurements were
performed in 0.1 mol L~ ! Britton-Robinson buffer, pH 74

and E,,,; =0.0 V, containing 0.3 molL™" AA.

3 | RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1 | X-raydiffraction and scanning
electron microscopy characterization of
the SrTiO;, BiVO, and BiVO,/SrTiO;
materials

Figure 1 shows the XRD patterns for SrTiO;, BiVO, and
the complete composite BiVO,/SrTiO;. For SrTiO,
(Figure 1a), peaks are observed at 22.8°, 32.4°, 40.0°,
46.5°, 57.8°, 67.8° and 77.2° corresponding to the (1 0 0),
(110),(111),(200),(211),(220), and (31 0) planes,
which are characteristic of the SrTiO; cubic phase
(JCPDS 00-35-0734) [39-41]. The XRD pattern for BiVO,
(Figure 1b) contain peaks corresponding to the crystal
planes (01 1), (112),(004),(020),(211),(015),(02

a g - i
@ g - _ —srTio,
sl = 8 s
) T T S 5] S
g = 8 3
< J l 1 T
- T T T T T T T
=
«
'
>
=
7]
c
2 T T T T T T T
< | (c) g — BiVO,/SITiO,
_|F=8 =
~=od _ T _ Q& ~* ) —
o ¥l vy © N N =4
- 8 cgla T« - o -
seE el s T @8
0 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (degrees)

FIGURE 1 X-ray diffraction patterns for (a) SrTiO;, (b)
BiVO, and (c) BiVO,/SrTiO;.

4),(=220),(116) and (2 2 4), related to the monoclinic
structure of BiVO, (JCPDS 01-083-1698) [22, 38]. Finally,
for the composite (Figure 1c), it is observed character-
istic peaks from both BiVO, and SrTiO; phases.

Morphological and qualitative elemental character-
ization of the materials was performed using SEM and
EDS, respectively. Figure 2a presents the SEM image for
SrTiO,, where it is possible to see agglomerated particles
for this material. SEM image for BiVO,, presented in
Figure 2b, shows irregular particles with different sizes,
which is characteristic of the monoclinic BiVO, phase-
[38,42]. Finally, Figure 2c shows the morphology of the
BiVO,/SrTiO; composite material, which presents ag-
glomerations of small particles of different sizes.

Figures S1 (a-c) show the EDS spectra of each mate-
rial. From the presented results, it can be seen the ele-
ments of the BiVO, and SrTiO; compounds and their
combination to form the BiVO,/SrTiO; composite. The
EDS spectrum of BiVO, presented a peak to aluminum
(Al), probably of stub [43].

3.2 | Electrochemical characterization
of the PEC sensor

Figure 3a shows the amperometric measurements for
SrTiO; (black amperogram), BiVO, (red amperogram),
and BiVO,/SrTiO; (blue amperogram), all immobilized
on the FTO electrode. The measurements were per-
formed in 0.1 molL™" phosphate buffer (PBS), pH 7.4, in
the presence of 0.3molL™" of AA and E,,; =0.0V vs
Ag| AgCl in the absence and presence of LED light. It is
observed that the photocurrent obtained for the BiVO,/
SrTiO,/FTO platform is significantly higher compared to
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FIGURE 2 SEM images for (a) SrTiO;; (b) BiVO, and (c)
BiVO,/SITiO,.

the response obtained for the BiVO,/FTO and SrTiO,/
FTO platforms. This result suggests an efficient transfer
of electrons from the donor molecule (AA) to the BiVO,/
SrTiO;/FTO platform due to the lower recombination of
electron/hole charges (e /h™), which consequently gen-
erates an increase in the photocurrent. It can be ob-
served, in the light presence, a lower response for SrTiO,
than that observed for BiVO,, which can be due to the
difference in the band gap of the materials. On the other
hand, the higher response observed for BiVO,/SrTiO,
composite is probably due to the higher efficiency of the
composite in promoting charge separation, improving
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FIGURE 3 (a) Amperograms obtained for SrTiO,/FTO (black
line); BiVO,/FTO (red line), and BiVO,/SrTiO,/FTO (blue line).
Measurements were performed in 0.1 mol L™ PBS, pH 7.4 and
E,,;-=0.0 V vs Ag|AgCl, containing 0.3 molL™" AA. (b) Nyquist
plot for the immunosensors (S and N) Anti-SARS-CoV-2/BivVO,/
SrTiO,/FTO in the absence (green and black spectrum) and
presence of LED light (blue and red spectrum). Inset graph

Figure 3b: Nyquist plot for the BiVO,/SrTiO,/FTO platform in the
absence (black spectrum) and presence of LED light (blue
spectrum). Graphs obtained in 0.1 mol L™" KCI solution containing
5 mmol L™ K;[Fe (CN),] and E 0.3V vs Ag|AgCl.

appls —
the photoelectrochemical activity, which may be due to
the formation of a BiVO,/SrTiO; heterojunction [44, 45].

The insertion of Figure 3b shows the Nyquist curve
for the BiVO,/SrTiO,/FTO platform. The experiments
were carried out in 0.1 molL™" of KCl containing
5 mmol L™ ferricyanide in the absence (black spectrum)
and presence of light (blue spectrum), measured in a
closed circuit (E,,; =0.3V). These results show that
there is a lower charge transfer resistance in the pres-
ence of light, thus a high rate of carriers (e /h™).
Figure 3b shows the Nyquist plots for the PEC platforms
modified with S-Anti-SARS-CoV-2 and N-Anti-SARS-
CoV-2 in the absence (black and green spectra) and
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presence of LED light (red and blue spectrum),
respectively. As can be see in this figure, the electro-
chemical response was affected by the SARS-CoV-2 anti-
bodies indicating the interaction between the PEC plat-
form and the antibodies.

The charge transfer resistance values obtained for the
BiVO,/StTiO,/FTO platform in the presence and absence
of light were 390 Q and 610 Q, rescpectivelly. In addi-
tion, the charge transfer resistances obtained for the S-
Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,;/FTO immunosensor in
presence and absence of light were 1.59 kQ and 5.92 kQ
while for the N-Anti-SARS-CoV-2/BivVO,/SrTiO,;/FTO
immunosensor in the presence and absence of LED
Light were 7.39 kQ and 11.20 kQ, respectivelly.

Figure 4 shows the amperometric measurements for
the PEC platform carried out in four different buffer sol-
utions: Britton-Robinson (B—R), Mcllvaine (MCV), N-(2-
hydroxyethyl)  piperazine-N’-2-ethanesulfonic  acid
(HEPES), and PBS. Figures 4a and 4b present the am-
perograms obtained for the BiVO,/SrTiO,/FTO platform
in each buffer solution containing 0.3 molL™" of AA

30
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20+ s HEPESS *
PBS #
— PBS *
S 15}
= 10}t
5|
0 L L L L L
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20- # Absence of antibody

* Presence of antibody

B-R MCV
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before and after modification with 5 ugmL™ of S and N
antibodies, respectively. In Figure 4al is presented the
percentages of photocurrent inhibition for each platform
modified with the S antibody (S-Anti-SARS-CoV-2/
BiVO,/SrTiO,/FTO).

The highest photocurrent was obtained for the B—R
buffer, with a percentage of photocurrent inhibition in
this case of 45.29 %. It is much higher when compared to
other buffer solutions, which were 25.78%, 6.41%, and
21.34 %, respectively. Figure 4b1 shows photocurrent in-
hibition for each platform modified with the N antibody
(N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/StTiO;/FTO).

The highest photocurrent, as expected, was also ob-
tained for the B—R buffer; however, in this buffer, photo-
current inhibition was 15.38 %, higher than MCV buffer
(14.76 %) and much lower compared to HEPES buffer
and PBS (25.31% and 39.56 %, respectively). Considering
that it is an immunosensor, where the aim is to work
with the highest photocurrent possible, the B—R buffer,
pH 7.4, was chosen for the subsequent measurements.
Thus, the highest photocurrent can be possibly
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FIGURE 4 (a) Amperometric measurements for BiVO,/SrTiO,/FTO and S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/FTO obtained in

different buffer solutions at 0.1 molL™", pH 7.4 containing 0.3 molL™" of AA and E

ppl. = 0.0 V. (al) Photocurrents obtained from Figure

4(a). (b) Amperometric measurements for BiVO,/SrTiO;/FTO and N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/FTO obtained in different buffer

solutions at 0.1 mol L™, pH 7.4 containing 0.3 mol L ™" of AA and E,

ppl.

=0.0 V. (bl) Photocurrents obtained from Figure 4(b).
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attributed to the number of ions that are used in the
preparation of this buffer solution (acetic acid, boric
acid, and phosphoric acid), providing greater ionic
strength in the electrolyte and consequently improving
the photocurrent of the PEC immunosensor.

The next experimental condition evaluated was the
impact of S- and N-Anti-SARS-CoV-2 antibodies amount
on the platform analytical performance for detecting N
and S proteins. Figure 5a shows the amperometric meas-
urements for the BiVO,/SrTiO,;/FTO platform modified
using S antibody solutions of different concentrations (0,
1,3,5,7,and 10 ugmL ™). As observed, the photocurrent
response gradually decreases with the increase of anti-
body concentration until 3 ugmL™, and above this con-
centration, no significant change in photocurrent is ob-
served. This reduction in photocurrent is expected as
immobilizing the S antibody on the surface is expected
to difficult AA oxidation. In a parallel study, Figure 5c
shows the amperometric measurements for the BiVO,/
SrTiO,;/FTO platform modified with N antibodies only
under the same concentration conditions (0, 1, 3, 5, 7,
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FIGURE 5

10 uygmL™). Inset graph: photocurrent vs. concentration of S antibody.

and 10 uygmL™"). It is observed that even though the
percentage of photocurrent inhibition after immobiliza-
tion with antibody was lower when compared to the S
antibodies, there is still a reduction of photocurrent in
the system and after incubation with increasing concen-
trations of N antibodies. The intermediate concentration
of 3 ugmL™" was chosen for further studies taking into
account the reagent consumption and the minimum var-
iation in photocurrent. The study of the interaction time
between target N and S proteins and antibody is im-
mensely important for the immunosensor to obtain the
highest interaction efficacy between the platform and
target proteins. Figure 5b shows the amperometric re-
sponse performed for different incubation times ranging
from 0-35 minutes for the S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/
SrTiO;/FTO immunosensor in S protein solution. A sig-
nificant decrease in photocurrent is observed for up to 20
minutes. After this time, the photocurrent response re-
mained practically constant. Similarly, for Figure 5d, the
incubation time for the N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/
SrTiO;/FTO immunosensor in N protein solution was

30 :

(b) = 0 min

25! S-Anti-SARS-CoV-2/S-SARS-Cov-2 — © min
10 min
20} —— 15 min
i 20 min
~ 15¢ —— 25 min
- 30 min
10 ——35min

JUL

0 200 400 600 800 10001200
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30

(d) — m!n
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—— 10 min
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— 10 — 35 min

ol . . . .
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(a) Amperogram for the BiVO,/SrTiO,/FTO platform modified with different concentrations of S antibodies (0-

(b) Amperograms obtained for different incubation times (0 to

35 min) of the immunosensor with the target S-SARS-CoV-2 protein (10 pgmL™). (c) Amperogram for the BiVO,/SrTiO;/FTO platform

modified with different concentrations of N antibodies (0-10 ugmL™).

Inset graph: photocurrent vs concentration of N antibody. (d)

Amperograms obtained for different incubation times times (0 to 35 min) of the immunosensor with the target N-SARS-CoV-2 protein

(10 pgmL™). All measurements were performed in B-R buffer 0.1 mol L™ contain 0.3 molL™" of AA, pH 7.4, E,

=0.0V vs Ag|AgCl

appl.
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evaluated, and the photocurrent response also remained
almost constant after 20 minutes. Therefore, the in-
cubation time of 20 minutes was fixed for the next stud-
ies.

The analytical calibration curve using the PEC im-
munosensor for detecting both SARS-CoV-2 proteins is
presented in Figure 6. Figure 6a shows the amperometric
response for the S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO;/FTO
platform in different concentrations of S protein from 0.1
to 1000 ngmL™". This figure shows that the increase in
the concentration of S-SARS-CoV-2 protein is propor-
tional to the decrease in photocurrent. This occurs due
to the interaction between antigen and antibody on the
surface of the electrode. Figure 6al presents the calibra-
tion curve S-SARS-CoV-2 protein concentration for the
concentration range investigated. For this sensing con-
figuration, the lowest detectable concentration of S pro-
tein is 0.1 ngmL .

Under similar experimental conditions, the calibra-
tion curve for the N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/StTiO,/
FTO immunosensors was obtained (Figure 6b), showing
a linear response for the concentrations of target N

§_ 3.5+
~

5 3.0

30
(a) ——o0pgmL"
251 ——0.1 pgmL"
—1 pgmL”’
20} L
§- —1 ngmL"
15} ——10 ngmL"
~ —— 100 ng mL"
- —— 1000 ng mL"
10 I
d
o PUULLIUUULIDUGUDTLINUL MUULIOULIOHELIY
0 300 600 900 1200 1500
t/s
30 (b) —0pgmL"
—0.01 mL"
25} —_0.1 p’g:;gmL’1
——1pgmL"
20} —— 10 pg mL"
i = 0.1 ng mL"
1ng mL"
Z 15} —1oggmL"
— =100 ng mL"
10 ~—— 1000 ng mL"
5
0

0 300 600 900 1200 1500 1800

t/s

protein  ranging from  0.01 pgmL~'-1000 ngmL™
(Figure 6b1). The lowest detectable concentration of tar-
get N protein was 0.01 pgmL™".

Scheme 1 illustrates the SARS-CoV-2 proposed mech-
anism for the BiVO,/SrTiO,/FTO PEC platform modified
with S-Anti-SARS-CoV-2 or N-Anti-SARS-CoV-2 in the
presence of light. As shown in the scheme, the incidence
of light on the platform can promote the generation of
electron-hole couples in composite such as the photo-
generated electrons can be transferred FTO while ascor-
bic acid molecules can harvest the holes. At the same
time, the interaction between the target protein and the
SARS-CoV-2 antibody can occurs blocking the efficiency
of the system in generating photocurrent. It is observed
that the photocurrent decreases proportionally with the
increase in the concentration of SARS-CoV-2.

Table 1 [46-58] shows different techniques and ana-
lytical parameters reported in the literature for the de-
tection of SARS-CoV-2. As can be seen, the proposed im-
munosensors reported in this manuscript presents a
sensitivity comparable to or better than the analytical
sensitivity reported in some works. In addition, an

5.0
4.5-
4.0

(a1)

2.5+
2.0+

1-5 X T T T T T
0 200 400 600 800 1000

[S protein] / ng mL-"

5 432101 2 3 4
log[S protein] / ng mL-

Al pA
N W -Ih (¢, ] N
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I log[N protein] / ng mL-1
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[N protein] / ng mL-1

FIGURE 6 (a) Amperograms obtained for the S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/FTO immunosensor before incubation and after
incubation in different concentrations of S protein (0-1000 ngmL ™). (al) Calibration curve for different concentrations of S protein. (b)
Amperograms obtained for the N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/FTO immunosensor before incubation and after incubation in different
concentrations of N protein (0-1000 ngmL™). (b1) Calibration curve for different concentrations of N protein. All measurements were

performed in B—R buffer 0.1 molL™}, pH 7.4, E,
time =20 min.

ppl.

=0.0 V vs Ag| AgCl. All experiments contained 0.3 molL™" of AA. Incubation
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incubation time of 20 min was sufficient to obtain wide
working ranges.

Repeatability and reproducibility are essential to ach-
ieving precise measurements, ensuring reliability, and
obtaining quality biosensors. The reproductibility was

SCHEME 1 Proposed mechanism for the PEC detection
using the BiVO,/SrTiO5/FTO platform modified with either the
Spike or Nucleocapsid antibodies for detection of SARS-CoV-2
antigens. (CB = Conduction Band; VB=Valence Band).

evaluated comparing the PEC response of different
platforms obtained at different days (Figures 7a and 7b).
On the other hand, in order to evaluate the repeatability
of the sensor response, the PEC response of the same
platform was monitored several times (Figures 7c and
7d). From these measurements, the relative standard de-
viation were calculated. As observed in these figures, the
measured photocurrent remained practically the same
on the different days, resulting in standard deviation val-
ues of 1.51% and 2.07% for S-Anti-SARS-CoV-2/BivO,/
SrTiO;/FTO and N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/
FTO, respectively. These values indicate that both pro-
posed immunosensors present good reproducibility. Fig-
ures 7c and 7d show the amperometric responses for
both immunosensors performed on the same working
day through 24 continuous measurements in 1000 s. The
black amperograms show the response obtained by the
sensors in the absence of the target proteins S and N,
and the red amperograms correspond to the sensor re-
sponse when exposed to the target proteins. With these
measurements, it was possible to evaluate the accuracy
of the immunosensors, where a relative standard devia-
tion of less than 5% was obtained in all measurements,
indicating consistency between measurements, stability,
and reliability. Therefore, the immunosensors reported
in this work have good precision.

In a final investigation, the proposed S-Anti-SARS-
CoV-2/BiVO,/StTiO;/FTO and N-Anti-SARS-CoV-2/
BiVO,/SrTiO,/FTO PEC immunosensors were applied to

TABLE 1 Different analytical parameters for determination of SARS-CoV-2 reported in the literature and comparison with the

immunosensor developed in this manuscript.

Target Concentration Detection E,pp1. Light
Method protein range limit ™) source Reference
Electrochemical PLpro 1 pgmL™""10 ugmL™ 1pgmL™ - - [46]
Electrochemical S protein 0.1-1000 agmL™! 0.01 agmL™’ - - [47]
Electrochemical S protein 1-1000 ngmL™" 0.11 ngmL™ - - [48]
Calorimetric S protein 1-100 ngmL™" 1ngmL™ - - [49]
Colorimetric N protein 0.3-1000 ngmL™ 0.038 ngmL™" - - [50]
Colorimetric S protein 10-100 ngmL™" 11 ngmL™ - - [51]
Field-effect transistor S protein 1 fgmL™"-10 pgmL™ 1fgmL™ - - [52]
Plasmonic metasensors S protein 4-12 tM 4.2 fM - - [53]
Chemiluminescent S protein 0.2-100 ngmL™* 0.1 ngmL™" - - [54]
Photoelectrochemical N protein 0.001-50 ngmL™ 0.38 pgmL™" 0.0 100 W LED [55]
Photoelectrochemical N protein 10 pgmL~'-100 ngmL™" 2.9 pgmL™* 0.0 300 W Xe [56]
Photoelectrochemical S protein 0.1-1000 ngmL™ 0.53 ngmL™ 0.1 300 W Xe [57]
Photoelectrochemical S protein 0.5-32 nM 0.12 nM 0.05 150 W Xe [58]

S protein 0.1 pgmL™'-1000 ngmL™" 0.1 pgmL™ 0.0 36 W LED T.w
Photoelectrochemical N protein 0.01 pgmL™'-1000 ngmL™ 0.01 pgmL™

*PLpro-Papain-like cysteine protease. T.w.=This work
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FIGURE 7 Reproducibility of the immunosensor response performed at different days for (a) S-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,;/FTO
and (b) N-Anti-SARS-CoV-2/BiVO,/SrTiO,/FTO. Repeatability of measurements in 1000 s, for each modified platform (S or N antibody)
before (black line) and after spiking of the target protein (red line). [Anti-SARS-CoV-2]= 3 ugmL™; [SARS-CoV-2 protein] =10 pgmL™",

TABLE 2 Results obtained for detection of SARS-CoV-2 in
samples of artificial saliva.

Samples

artificial Added Founded Recovery

saliva (ngmL™) (ngmL™) (%)

[SARS-CoV 0.01 0.0103 (£0.08)  103.00
S-protein] 1.00 1.07 (£0.07) 107.00

100.00 103.51 (£0.03) 103.51

[SARS-CoV 0.01 0.0097 (40.60) 97.00

N-protein] 1.00 1.072 (£0.40) 107.20

100.00 104.95 (+0.30) 104.95

artificial saliva samples in order to evaluate their
analytical performance. For each immunosensor, 3 dif-
ferent sample concentrations (0.01, 1, and 100 ngmL™")
were analyzed, and the quantification of SARS-CoV-2
was performed by the external calibration method.

Table 2 shows the recovery percentages obtained,
which ranged from 97.00% to 107.20%. These recoveries

percentages were close to 100 %, suggesting that the PEC
sensor can successfully detect the Spike and Nucleocap-
sid proteins of SARS-CoV-2, showing good accuracy.

4 | CONCLUSION

Here, we report the development of PEC immunosensors
based on an FTO film composed of bismuth vanadate
and strontium titanate. The combination of these materi-
als with S- and N-Anti-SARS-CoV-2 antibodies was effi-
cient for detecting Spike and Nucleocapsid proteins. The
PEC system was constructed using acommercial LED
lamp and a handmade box. Furthermore, this approach
proved to be efficient under the incidence of light. These
properties lead to wide linear ranges and lower detection
limits, making the immunosensors viable for detecting S-
SARS-CoV-2 and N-SARS-CoV-2 proteins in artificial
saliva, with good accuracy and low standard deviation
values. The N-Anti-SARS-CoV-2/BivVO,/SrTiO,;/FTO
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immunosensor presented higher capability to detect
lower concentrations of its target protein.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are grateful to the Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia em Bioanalitica (465389/2014-7)
FAPEMA (Grants: INFRA-02021/21; INFRA-02050/21;
INFRA-02203/2021; UNIVERSAL-06535/22; POS-GRAD-
02432/21), CNPq (Grants: 308718/2022-4; 309828/2020-1;
305806/2020-3; 313324/2021-2), and FINEP for financial
support. We are also thankful to the Multiuser Centre
for Research in Materials and Biosystems (CeMatBio) of
the Federal University of Maranhdo (UFMA) for the sup-
port with the XRD and SEM/EDS measurements.

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT
The authors declare no conflicts of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The data that support the findings of this study are avail-
able from the corresponding author upon reasonable re-
quest.

ORCID
Lauro Tatsuo Kubota
8189-2618

http://orcid.org/0000-0001-

REFERENCES

1. G. Bonaccorsi, F. Pierri, M. Cinelli, A. Flori, A. Galeazzi, F.
Porcelli, A. L. Schmidt, C. M. Valensise, A. Scala, W. Quat-
trociocchi, F. Pammolli, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2020, 117,
15530-15535.

2. J. Gao, Y. Yin, K. R. Myers, K. R. Lakhani, D. Wang, Nat. Com-
mun. 2021, 12, 6188.

3. L. Liu, S. Iketani, Y. Guo, J. F. Chan, M. Wang, L. Liu, Y. Luo,
H. Chu, Y. Huang, M. S. Nair, J. Yu, K. K. Chik, T. T. Yuen, C.
Yoon, K. K. To, H. Chen, M. T. Yin, M. E. Sobieszczyk, Y.
Huang, H. H. Wang, Z. Sheng, K. Y. Yuen, D. D. Ho, Nature
2022, 602, 676—-681.

4. D. Planas, N. Saunders, P. Maes, F. Guivel-Benhassine, C.
Planchais, J. Buchrieser, W. H. Bolland, F. Porrot, I. Staropoli,
F. Lemoine, H. Pere, D. Veyer, J. Puech, J. Rodary, G. Baele, S.
Dellicour, J. Raymenants, S. Gorissen, C. Geenen, B. Vanme-
chelen, T. Wawina-Bokalanga, J. Marti-Carreras, L. Cuypers,
A. Seve, L. Hocqueloux, T. Prazuck, F. A. Rey, E. Simon-Lor-
iere, T. Bruel, H. Mouquet, E. Andre, O. Schwartz, Nature
2022, 602, 671-675.

5. L. Scott, N. Y. Hsiao, S. Moyo, L. Singh, H. Tegally, G. Dor, P.
Maes, O. G. Pybus, M. U. G. Kraemer, E. Semenova, S. Bhatt,
S. Flaxman, N.R. Faria, T. de Oliveira, Science 2021, 374,
1454-1455.

6. N. Wolter, W. Jassat, S. Walaza, R. Welch, H. Moultrie, M.
Groome, D. G. Amoako, J. Everatt, J. N. Bhiman, C. Scheepers,

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

ELECTROANALYSIS—2222

N. Tebeila, N. Chiwandire, M. du Plessis, N. Govender, A. Is-
mail, A. Glass, K. mLisana, W. Stevens, F. K. Treurnicht, Z.
Makatini, N.Y. Hsiao, R. Parboosing, J. Wadula, H. Hussey,
M. A. Davies, A. Boulle, A. von Gottberg, C. Cohen, Lancet
2022, 399, 437-446.

. Y. Joung, K. Kim, S. Lee, B. S. Chun, S. Lee, J. Hwang, S. Choi,

T. Kang, M. K. Lee, L. Chen, J. Choo, ACS Sens. 2022, 7, 3470-
3480.

. J. P. Broughton, X. Deng, G. Yu, C. L. Fasching, V. Servellita, J.

Singh, X. Miao, J. A. Streithorst, A. Granados, A. Sotomayor-
Gonzalez, K. Zorn, A. Gopez, E. Hsu, W. Gu, S. Miller, C.Y.
Pan, H. Guevara, D. A. Wadford, J. S. Chen, C.Y. Chiu, Nat.
Biotechnol. 2020, 38, 870-874.

. V.M. Corman, O. Landt, M. Kaiser, R. Molenkamp, A. Meijer,

D.K. Chu, T. Bleicker, S. Brunink, J. Schneider, M. L.
Schmidt, D. G. Mulders, B. L. Haagmans, B. van der Veer, S.
van den Brink, L. Wijsman, G. Goderski, J. L. Romette, J. Ellis,
M. Zambon, M. Peiris, H. Goossens, C. Reusken, M. P. Koop-
mans, C. Drosten, Euro Surveill. 2020, 25, 2000045.

M. Shen, Y. Zhou, J. Ye, A. A. Abdullah Al-Maskri, Y. Kang, S.
Zeng, S. Cai, J Pharm Anal. 2020, 10 (2), 97-101.

J. Cheong, H. Yu, C.Y. Lee, J. U. Lee, H.J. Choi, J. H. Lee, H.
Lee, J. Cheon, Nat Biomed Eng. 2020, 4, 1159-1167.

X. He, E. H. Y. Lau, P. Wu, X. Deng, J. Wang, X. Hao, Y. C.
Lau, J. Y. Wong, Y. Guan, X. Tan, X. Mo, Y. Chen, B. Liao, W.
Chen, F. Hu, Q. Zhang, M. Zhong, Y. Wu, L. Zhao, F. Zhang,
B. J. Cowling, F. Li, G. M. Leung, Nat. Med. 2020, 26 (9), 1491-
1493.

S. Petralia, S. Conoci, ACS Sens. 2017, 2 (7), 876-891.

K. Dighe, P. Moitra, M. Alafeef, N. Gunaseelan, D. Pan, Bio-
sens. Bioelectron. 2022, 200, 113900.

H. Harpaldas, S. Arumugam, C. Campillo Rodriguez, B. A. Ku-
mar, V. Shi, S. K. Sai, Lab Chip. 2021, 21(23), 4517-48.

Z. Qin, R. Peng, 1. K. Baravik, X. Liu, Matter 2020, 3 (3), 628—
651.

D. Wang, S. He, X. Wang, Y. Yan, J. Liu, S. Wu, S. Liu, Y. Lei,
M. Chen, L. Lj, J. Zhang, L. Zhang, X. Hu, X. Zheng, J. Bai, Y.
Zhang, Y. Zhang, M. Song, Y. Tang, Nat Biomed Eng. 2020, 4
(12),1150-1158.

R. Weissleder, H. Lee, J. Ko, M. J. Pittet, Sci. Transl. Med. 2020,
12 (546), 1-5.

Y. Zhou, Y. Wu, L. Ding, X. Huang, Y. Xiong, Trends Analyt
Chem. 2021, 145, 116452.

M. A. Kafeshani, V. Mahdikha, S. Sheibani, Opt. Mater. 2022,
133, 113080.

M. Abdi, V. Mahdikhah, S. Sheibani, Opt. Mater. 2020, 102,
109803.

A. Raeisi, A.N. Chermahini, M. M. Momeni, J. Photochem.
Photobiol. A 2022, 433, 114190.

T. Lecki, H. Hamad, K. Zarebska, E. Wierzynska, M. Skomp-
ska, Electrochim. Acta 2022, 434, 141292.

T. M. Prado, A. Carrico, F.H. Cincotto, O. Fatibello-Filho,
F. C. Moraes, Sens. Actuators B 2019, 285, 248-253.

H. Luo, A. H. Mueller, T. M. McCleskey, A. K. Burrell, E. Ba-
uer, Q. X. Jia, J. Phys. Chem. C 2008, 112 (15), 6099-6102.

. J. Xue, C. Gao, L. Zhang, K. Cui, W. He, J. Yu, J. Mater. Chem.

B 2018, 6 (28), 4697-703.

B5UB9 |17 SuOWILWOD dA 81D 3|gealjdde ay Aq pausenob ake sapnse O ‘ash Jo sajni 1) Akeid) auljuQ A3|1AA UO (SUONIPUCD-PUB-SLLIBW0D S| 1M ALe.q 1 U UO//:SdNY) SUORIPUOD Pue SWB | 3Y) 88S *[7202/80/7T] Uo ARiqiauluQ A8|IA ‘Ceyuere |y op [elepad apepsRAILN - YINAN AQ 225002202 UeB/200T OT/I0p/wod As|Im  Aeiq 1 jpuluo's euno baus 1os o nA leue//sdny wouy pepeojumoq ‘0T ‘€202 ‘60TYTZST


http://orcid.org/0000-0001-8189-2618
http://orcid.org/0000-0001-8189-2618
http://orcid.org/0000-0001-8189-2618
https://doi.org/10.1073/pnas.2007658117
https://doi.org/10.1073/pnas.2007658117
https://doi.org/10.1038/s41586-021-04388-0
https://doi.org/10.1038/s41586-021-04388-0
https://doi.org/10.1038/s41586-021-04389-z
https://doi.org/10.1038/s41586-021-04389-z
https://doi.org/10.1126/science.abn4543
https://doi.org/10.1126/science.abn4543
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(22)00017-4
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(22)00017-4
https://doi.org/10.1021/acssensors.2c01808
https://doi.org/10.1021/acssensors.2c01808
https://doi.org/10.1038/s41587-020-0513-4
https://doi.org/10.1038/s41587-020-0513-4
https://doi.org/10.1038/s41551-020-00654-0
https://doi.org/10.1016/j.bios.2021.113900
https://doi.org/10.1016/j.bios.2021.113900
https://doi.org/10.1016/j.trac.2021.116452
https://doi.org/10.1016/j.trac.2021.116452
https://doi.org/10.1016/j.optmat.2022.113080
https://doi.org/10.1016/j.optmat.2022.113080
https://doi.org/10.1016/j.optmat.2020.109803
https://doi.org/10.1016/j.optmat.2020.109803
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2022.114190
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2022.114190
https://doi.org/10.1016/j.snb.2019.01.059

2of2 | b ECTROANALYSIS

27

28

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.
48.

. S. Li, Z. Xing, J. Feng, L. Yan, D. Wei, H. Wang, D. Wu, H. Ma,
D. Fan, Q. Wei, Sens. Actuators B 2020, 329, 129244.

. J. Feng, F. Li, L. Liu, X. Liu, Y. Qian, X. Ren, X. Wang, Q. Wei,

Sens. Actuators B 2020, 308, 127685.

X. Li, J. Huang, J. Ding, M. Xiu, K. Huang, K. Cui, J. Zhang, S.

Hao, Y. Zhang, J. Yu, Y. Huang, Biosensors 2023, 13, 103.

R. A. Soomro, S. Jawaid, N. H. Kalawar, M. Tunesi, S. Karakus,

A. Kilislioglu, M. Willander, Biosens. Bioelectron. 2020, 166,

112439.

Y. Li, X. Dai, L. He, Y. Bu, J.-P. Ao, J. Mater. Chem. B 2022,10,

870-879.

J. Shu, Z. Qiu, Z. Lin, G. Cai, H. Yang, D. Tang, Anal. Chem.

2016, 88(24), 12539-12546.

J. Li, F. Wang, L. Meng, M. Han, Y. Guo, C. Sun, J. Colloid

Interface Sci. 2017, 485, 116-122.

J. Wang, M. Kuo, P. Zeng, L. Xu, S. Chen, T. Peng, Appl. Catal.

B 2020, 119377.

S. A. Alves, L. L. Soares, L. A. Goulart, L. H. Mascaro, J. Solid

State Electrochem. 2016, 20 (9), 2461-2470.

M. Chen, Y. Zheng, J. Gao, C. Li, C. Yu, Q. Wang, Microchim.

Acta 2017, 184 (7), 2275-80.

J. Wang, H. Xu, S. Li, B. Yan, Y. Shi, C. Wang, Y. Du, Analyst

2017, 142 (24), 4852-4861.

T. M. Prado, F. H. Cincotto, O. Fatibello-Filho, F. C. Moraes,

Electroanalysis 2018, 30 (11), 2704-2711.

M. Raschetti, G. Byzynski, C. Ribeiro, E. Longo, Ceram. Int.

2017, 43 (15) 11722-11732.

P. F. Lim, K. H. Leong, L. C. Sim, W. D. Oh, Y. H. Chin, P. Sar-

avanan, C. Dai, Appl. Phys. A 2020, 126(7), 1-10.

M.V, Le, N.-Q.-D. Vo, Q.-C. Le, V. A. Tran, T.Q.-P. Phan, C.-

W. Huang, V.-H. nguyen, Catalysts 2021, 11, 564.

T. M. Prado, C. C. Badard, R. G. Machado, P. S. Fadini, O. Fati-

bello-Filho, F. C. Moraes, Electroanalysis 2020, 32 (9), 1930-

1937.

O.F. Lopes, K. T. G. Carvalho, G. K. Macedo, V. R. Mendonca,

W. Avansi, C. Ribeiro, New J. Chem. 2015, 39(8), 6231-6237.

X. Xiao, Y. Zhao, T. Liu, J. Zhang, J. Wang, Russ. J. Phys.

Chem. 2022, 96, 3038-3044.

J. Li, F. Wang, L. Meng, M. Han, Y. Guo, C. Sun, J. Colloid

Interface Sci. 2017, 485, 116-122.

Q. Liang, Y. Huang, M. Wang, D. Kuang, J. Yang, Y. Yi, H. Shi,

J. Li, J. Yang, G. Li, Chem. Eng. J. 2023, 452, 139646.

L. Liv, Microchem. J. 2021, 168, 106445.

A. Yakoh, U. Pimpitak, S. Rengpipat, N. Hirankarn, O. Chaila-

pakul, S. Chaiyo, Biosens. Bioelectron. 2020, 112912.

49

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

. C.D. Prainito, G. Eshun, F.J. Osonga, D. Isika, C. Centeno,
0. A. Sadik, Biosensors 2022, 12(10), 804.

H.-K. Oh, K. Kim, J. Park, H. Im, S. Maher, M.-G. Kim, Bio-
sens. Bioelectron. 2022, 205, 114094.

Z. Fu, W. Zeng, S. Cai, H. Lj, J. Ding, C. Wang, Y. Chen, N.
Han, R. Yang, J. Colloid Interface Sci. 2021, 604, 113-121.

G. Seo, G. Lee, M. J. Kim, S.-H. Baek, M. Choi, K. B. Ku, C.-S.
Lee, S. Jun, D. Park, H. G. Kim, S.-J. Kim, J.-O. Lee, B. T. Kim,
E. C. Park, S. I. Kim, ACS Nano 2020, 14, 5135-5142.

A. Ahmadivand, B. Gerislioglu, Z. Ramezani, A. Kaushik, P.
Manickam, S. A. Ghoreishi, Biosens. Bioelectron. 2021, 177,
112971.

D. Liu, C. Ju, C. Han, R. Shi, X. Chen, D. Duan, J. Yan, X. Yan,
Biosens. Bioelectron. 2021, 173, 112817.

H. Chang, M. Jiang, Q. Zhu, A. Liu, Y. Wu, C. Li, X. Ji, L.
Gong, S. Li, Z. Chen, L. Kong, L. Han, Microchem. J. 2022, 182,
107866.

A. Guo, F. Pei, S. Feng, W. Hu, P. Zhang, M. Xia, X. Mu, Z.
Tong, F. Wang, B. Liu, Sens.Actuators B Chem. 2023,
374,132800.

H. Li, J. Zhao, T. Wu, Z. Fu, W. Zhang, Z. Lian, S. Cai, R.
Yang, Sens. Actuators B 2023, 376, 132970.

M. A. Tabrizi, L. Nazari, P. Acedo, Sens. Actuators B. Chem.
2021, 345, 130377.

SUPPORTING INFORMATION
Additional supporting information can be found online

in
ar

the Supporting Information section at the end of this
ticle.

Correction added on 17.07.2023: Correction of uploading
the Supporting information.

How to cite this article: C. Nascimento Botelho,
A. Silva de Menezes, S. Moraes Silva, L.

Tatsuo Kubota, F. Santos Damos, R.

de Caéssia Silva Luz, Electroanalysis 2023, 35,
€202200572. https://doi.org/10.1002/
elan.202200572

B5UB9 |17 SuOWILWOD dA 81D 3|gealjdde ay Aq pausenob ake sapnse O ‘ash Jo sajni 1) Akeid) auljuQ A3|1AA UO (SUONIPUCD-PUB-SLLIBW0D S| 1M ALe.q 1 U UO//:SdNY) SUORIPUOD Pue SWB | 3Y) 88S *[7202/80/7T] Uo ARiqiauluQ A8|IA ‘Ceyuere |y op [elepad apepsRAILN - YINAN AQ 225002202 UeB/200T OT/I0p/wod As|Im  Aeiq 1 jpuluo's euno baus 1os o nA leue//sdny wouy pepeojumoq ‘0T ‘€202 ‘60TYTZST


https://doi.org/10.1016/j.snb.2020.127685
https://doi.org/10.3390/bios13010103
https://doi.org/10.1016/j.bios.2020.112439
https://doi.org/10.1016/j.bios.2020.112439
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.07.040
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.07.040
https://doi.org/10.1134/S0036024422130210
https://doi.org/10.1134/S0036024422130210
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.07.040
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.07.040
https://doi.org/10.1016/j.cej.2022.139646
https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106445
https://doi.org/10.1016/j.bios.2022.114094
https://doi.org/10.1016/j.bios.2022.114094
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2021.06.170
https://doi.org/10.1021/acsnano.0c02823
https://doi.org/10.1016/j.bios.2021.112971
https://doi.org/10.1016/j.bios.2021.112971
https://doi.org/10.1016/j.bios.2020.112817
https://doi.org/10.1016/j.microc.2022.107866
https://doi.org/10.1016/j.microc.2022.107866
https://doi.org/10.1016/j.snb.2022.132970
https://doi.org/10.1002/elan.202200572
https://doi.org/10.1002/elan.202200572

	Evaluation of a photoelectrochemical platform based on strontium titanate, sulfur doped carbon nitride and palladium nanopa ...
	1 Introduction
	2 Materials and methods
	2.1 Reagents and solutions
	2.2 Preparation of sulfur-doped carbon nitride and construction of the PdNPs/CNS/ST/FTO PEC platform
	2.3 Characterization of the materials used to build the PEC platform
	2.4 Electrochemical and photoelectrochemystry measurements
	2.5 Preparation and analysis of saliva samples

	3 Results and discussion
	3.1 Characterization of the materials used to build the PEC platform
	3.2 Electrochemical and photoelectrochemystry measurements

	4 Application of the photoelectrochemical immunosensor in artificial saliva samples
	5 Conclusion
	CRediT authorship contribution statement
	Declaration of competing interest
	Acknowledgment
	Appendix A Supplementary data
	References


