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Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um nanocompdsito polimérico de Oxido de
grafeno reduzido e poli(acido 3-hidroxibenzéico) para a modificagdo de
eletrodos de grafite, visando o desenvolvimento de um genossensor para a
deteccdo do DNA genbmico de Alicyclobacillus acidoterrestris. Esta € uma
bactéria associada a deterioracdo de sucos acidos, como o suco de laranja, do
qual o Brasil € o maior produtor mundial. Neste contexto, os biossensores
aparecem como dispositivos de deteccao rapidos e faceis de manusear, com
grande potencial para serem utilizados em toda a cadeia produtiva do suco.
Para a construcdo do genossensor, 6xido de grafeno foi produzido pelo método
de Hummers modificado, gotejado sobre a superficie do eletrodo de grafite e
reduzido eletroquimicamente. O acido 3-hidroxibenzdico foi eletropolimerizado
sobre esta superficie contendo o nanomaterial. Anélises por espectroscopia no
infravermelho e voltametria ciclica comprovaram a reducdo do o6xido de
grafeno. Além disso, as analises eletroquimicas evidenciaram que o0
nanocompdsito produzido apresenta propriedades eletrbnicas superiores as do
filme polimérico. Sobre este nanocompasito foi imobilizado um oligonucleotideo
sonda ALIC1, especifico para A. acidoterrestris, o qual foi utilizado para
deteccdo de um oligonucleotideo alvo complementar ALIC2 pela técnica de
voltametria de pulso diferencial (VPD), tanto direta quanto indiretamente, esta
altima utilizando-se o intercalante da dupla fita de DNA Hoechst 33258. Um
lisado celular obtido a partir de uma cultura de A. acidoterrestris também foi
detectado de maneira indireta pela técnica de VPD, e uma curva de calibracéo
foi construida. O genossensor proposto apresentou um limite de deteccdo de
174 ng mL™* e limite de quantificacdo de 581 ng mL™, sendo capaz de detectar
o DNA gendmico em uma amostra real de suco de laranja e de discernir entre
amostras de A. acidoterrestris e Escherichia coli. Deste modo, este bioeletrodo
apresenta-se como a primeira plataforma de deteccdo eletroquimica do DNA
gendmico de A. acidoterrestris na literatura cientifica.

Palavras chaves: Alicyclobacillus acidoterrestris, genossensor, Oxido de

grafeno reduzido eletroquimicamente, acido 3-hidroxibenzdico, suco de laranja
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Abstract

In this work a polymeric nanocomposite of reduced graphene oxide and poly (3-
hydroxybenzoic acid) was developed for the modification of graphite electrodes,
aiming the development of a genossensor for the detection of the
Alicyclobacillus acidoterrestris genomic DNA. This bacterium is associated with
the spoilage of acidic juices, such as orange juice, of which Brazil is the largest
producer in the world. In this context, biosensors appear as fast and easy to
handle detection devices, with great potential for use throughout the juice
production chain. For the construction of the genosensor, graphene oxide was
produced by the modified Hummers method, dripped onto the surface of the
graphite electrode and reduced electrochemically. The 3-hydroxybenzoic acid
was electropolymerized on this surface containing the nanomaterial. Analyzes
by infrared spectroscopy and cyclic voltammetry proved the reduction of
graphene oxide. In addition, the electrochemical analysis showed that the
nanocomposite produced has higher electronic properties than the polymeric
film. On this nanocomposite, an oligonucleotide probe ALIC1, specific for A.
acidoterrestris, was immobilized, and was used to detect a complementary
target oligonucleotide ALIC2, both directly and indirectly, the latter using the
Hoechst 33258 double strand DNA intercalator, by the differential pulse
voltammetry (DPV) technique. A cell lysate obtained from an A. acidoterrestris
culture was also indirectly detected by DPV, and a calibration curve was
constructed. The proposed genosensor presented a limit of detection of 174 ng
mL™ and limit of quantification of 581 ng mL™, being able to detect the genomic
DNA in a real sample of orange juice and to distinguish between the samples of
A acidoterrestris and Escherichia coli. Thus, this bioelectrode presents as the
first platform of electrochemical detection of the genomic DNA of A.

acidoterrestris in the scientific literature.

Keywords: Alicyclobacillus acidoterrestris, genosensor, electrochemically

reduced graphene oxide, 3-hydroxybenzoic acid, orange juice
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1. Introducéo

1.1. Suco de laranja e o mercado citricola brasileiro

O suco de laranja é o suco de fruta mais consumido no mundo. O Brasil
possui grande destaque na producdo mundial de suco de laranja, sendo o
maior produtor e exportador mundial: de cada cinco copos do suco consumidos
no mundo, trés foram produzidos em solo brasileiro (CITRUSBR, 2016). O suco
de laranja brasileiro esta presente em mais de 90 paises, sendo os principais
mercados importadores a Unido Europeia, os Estados Unidos e o leste asiatico
(Tabela 1). As exportacdes brasileiras somaram mais de 1,7 bilhdes de délares
na safra 2015/2016, evidenciando a importancia dessa commodity para a

economia nacional.

Tabela 1 — Toneladas e valores das exporta¢c@es de suco de laranja brasileiro na safra
2015/2016 (CITRUSBR, 2016).

Regiao Toneladas de suco Valor das exportacdes
brasileiro exportados (em milhares de US$)
Unido Europeia 748.167 1.216.989
Estados Unidos 197.582 305.604
Japao 45.078 70.675
China 27.452 48.024
Outros paises 62.659 103.581
Total 1.080.938 1.744.873

Tem-se entdo a importancia da garantia da qualidade do suco brasileiro,
visando um produto apto ao mercado interno e externo. Da colheita da fruta até
o consumidor final, o suco de laranja passa por diversas etapas de preparo e
andlise. A etapa de pasteurizacdo do suco é essencial para a garantia de um
produto de boa qualidade, porém existem microrganismos resistentes as
condi¢cdes normalmente aplicadas (SILVA; TAN; FARID, 2012), assim deve-se
dar atencdo especial para tais espécies, sendo necessaria a deteccdo das
mesmas para que outros processos sejam aplicados no suco, como a

ultrafiltragéo.




1.2. Alicyclobacillus acidoterrestris

Em 1982, um surto de deterioracdo de sucos de macga eclodiu na
Alemanha, durante o transporte e armazenamento do mesmo em um verao
atipicamente quente. Anos mais tarde, foi verificado que o surto foi devido a
presenca de uma bactéria nova até entdo, denominada Alicyclobacillus
acidoterrestris (CERNY; HENNLICH; PORALLA, 1984). Seu nome deriva-se do
fato da mesma ser um bacilo cuja parede celular apresenta acidos graxos w-
aliciclicos (Figura 1A), o que confere uma extraordinaria resisténcia ao calor
(95 °C por até 5 min), e por ser encontrada naturalmente em solos acidos (pH
2,0-6,0) (HUANG et al., 2015). Essas condicbes fazem de A. acidoterrestris
uma bactéria resistente a processos de pasteurizacdo tipicos, além de
sobreviver em sucos acidos por um grande periodo de tempo, uma vez que é
capaz de formar esporos muito resistentes (HUNNIGER; FISCHER; et al.,
2015).

A B

OH

HO o~

Figura 1 — (A) Estrutura do &cido 11-ciclohexilundecanoico, presente na parede celular de A

acidoterrestris. (B) Estrutura do guaiacol (autoria prépria).

Apesar de ndo ser patogénica ao ser humano, A. acidoterrestris produz
metabdlitos secundéarios, com destaque para o guaiacol (Figura 1B), que
alteram as propriedades organolépticas dos sucos nos quais esta presente
(WITTHUHN et al., 2013). E reportado um tipico odor fendlico e antisséptico em
produtos contaminados com essa bactéria, o que inviabiliza sua
comercializagdo e consumo. Geralmente a contamina¢do ndo esta associada
com a formacéo de gases, o que dificulta ainda mais a deteccdo da mesma
(CAl et al., 2015).

O método padrdao para a deteccdo de A. acidoterrestris € o
plagueamento e cultivo em meio de cultura (CHANG; PARK; KANG, 2013).
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Apesar de ser especifico, o crescimento das coldnias bacterianas demora em
média 48 h, o que néo é atrativo em termos comerciais, uma vez que a cadeia
produtiva sempre visa processos rapidos. Além disso, h4 o requerimento de
equipamentos laboratoriais apropriados, como estufas, camara de fluxo e
vidrarias especificas, e de pessoal qualificado para se realizar os testes.
Métodos mais rapidos como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(HUNNIGER; FELBINGER; et al., 2015) e o ensaio imunossorvente ligado a
enzimas (ELISA) (MAST et al., 2016) também séo utilizados em determinados
casos, mas exigem o0 uso de reagentes caros e também necessitam de
ambiente laboratorial e pessoal qualificado. Eguiluz e colaboradores
desenvolveram um eletrodo baseado em vidro de 6xido de estanho dopado
com fluor (FTO) para a deteccéo eletroquimica de uma sequéncia especifica de
A. acidoterrestris, porém exigia a aplicacdo da técnica de PCR reversa em
amostras de RNA visando sua deteccdo, tornando-se invidvel em um
laboratério de controle de qualidade, visto a instabilidade do RNA isolado e os
gastos de tempo e reagentes especificos para as reacdes de amplificacao.
(EGUILUZ et al., 2009).

Tendo isso em mente, a procura por novos métodos de deteccdo de A.
acidoterrestris que sejam rapidos, baratos e precisos é muito atrativa para a
industria citricola. Os biossensores entram nesse nicho, com a proposta de
desenvolvimento de dispositivos que sejam de facil manuseio, para deteccéo

de inUmeros analitos.

1.3. Biossensores

Os biossensores sao dispositivos analiticos que incorporam algum
elemento bioldgico, capazes de produzir sinais mensuraveis que se relacionem
a concentracdo do analito de interesse (TURNER, 2013). Os biossensores
combinam um sistema de reconhecimento bioquimico a um transdutor (Figura
2), que converte esse evento de reconhecimento em um sinal mensuravel

(SANVICENS et al., 2011).



EVENTO BIOQUIMICO TRANSDUTOR

. Superficie
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Figura 2 — Esquema representativo de um hiossensor (autoria propria).

O sucesso da associacao entre as técnicas de deteccdo e biomoléculas
especificas possibilitou o desenvolvimento de tecnologias de reconhecimento
molecular sensiveis e seletivas, com aplicacdes que incluem a andlise clinica
(SOHRABI et al., 2016), ambiental (FEBBRAIO et al.,, 2011) toxicoldgica,
medicina do esporte (RAPP; GRUHL; LANGE, 2010), seguranca alimentar
(IZADI et al., 2016), descoberta de novas drogas (HASANZADEH; SHADJOU,
2016), seguranca e defesa (RAMACHANDRAN et al., 2015), dentre outras.

Varios tipos de biomoléculas podem ser incorporados nos biossensores,
como anticorpos, antigenos, enzimas ou acidos nucleicos, sendo este ultimo

denominado genossensor.

1.3.1. Genossensores

Genossensores sao dispositivos analiticos resultantes da integracdo de
uma sequéncia de sonda especifica (geralmente um oligonucleotideo) a um
transdutor (GONG et al., 2015). A sonda imobilizada na superficie do transdutor
reconhece uma molécula-alvo de acido nucleico pela hibridizacdo das

sequéncias complementares (Figura 3).



Figura 3 — Esquema representativo de um genossensor (autoria propria).

Cada organismo vivo possui seu proprio coédigo genético, e
consequentemente, regides do DNA com sequéncias de bases nitrogenadas
especificas para cada espécie. Diante disto, a utilizacdo de oligonucleotideos
que reconhecem tais regides é largamente utilizada. Eletroquimicamente, esse
reconhecimento pode ser feito tanto diretamente (através da oxidacdo direta
das bases nitrogenadas do DNA) presentes na superficie do genossensor,
guanto indiretamente (pela utilizacdo de moléculas eletroativas intercalantes de
DNA) (CASTRO et al., 2014). Em ambos os casos citados, a reacao envolve a
transferéncia de elétrons, constituindo um genossensor eletroquimico. Nesses,
o transdutor converte a resposta do evento de reconhecimento biolégico em um
sinal elétrico (WANG, K. et al.,, 2011). Em geral, os métodos eletroquimicos
destacam-se pela sua especificidade por um estado de oxidac&o particular de
uma substancia, pelo baixo custo da instrumentacdo e pela possibilidade de
fornecer informacfes acerca da atividade de espécies quimicas (SKOOG,
HOLLER e CROUCH, 2007).

A oxidacdo das bases nitrogenadas do DNA ja € bem estudada. Brett e
colaboradores estudaram a oxidacdo das bases nitrogenadas isoladas em
solucdo e também quando as mesmas estdo presentes na fita de DNA
(residuos de bases), em eletrodos de carbono vitreo (OLIVEIRA-BRETT et al.,
2004). Foi verificado que os residuos das bases nitrogenadas puricas (guanina
e adenina) sdo os mais facilmente oxidaveis, possuindo potencial de oxidac&o
de 0,9 e 1,2 V (vs. Ag/AgCl), respectivamente. Na deteccdo eletroquimica

direta das bases nitrogenadas séo esses 0s potenciais monitorados, porém, em
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amostras complexas, essa faixa pode ser problematica, principalmente devido
a presenca de interferentes eletroativos. Dessa forma, a procura por novos
indicadores eletroativos cujos potenciais de oxidacdo sejam menores € de
grande valia (ALVES-BALVEDI et al., 2016).

1.3.2. Hoechst 33258

Dentre as diversas substancias intercalantes do DNA, a classe das bis-
benzidimidas é amplamente utilizada na biologia molecular como corante de
acidos nucleicos (BREUSEGEM et al., 2001). A empresa quimica alema
Hoechst® foi pioneira na producdo de tais compostos, numerando-os de
acordo com seu descobrimento. Os compostos Hoechst 33258, Hoechst
33342, e Hoechst 34580 s&o os mais utilizados para tal finalidade, possuindo

uma estrutura semelhante na qual um grupo funcional varia (Figura 4).

Estrutura dos corantes Hoechst

Hoechst 33258: R = -OH

Hoechst 33342: R= -CH,CH H*
Hoechst 34580: R= -N(CHjs) =

3CI-

Figura 4 — Estrutura dos compostos Hoechst mais utilizados (autoria prépria).

Esses compostos possuem espectros de emissdo e excitagdo bem
conhecidos, possuindo uma fluorescéncia azul caracteristica, sendo assim
muito utilizados como corantes do nucleo celular em eletromicrografias de
fluorescéncia. O Hoechst 33258 se liga ao sulco menor do DNA, sendo assim
um intercalante da dupla fita, ndo exibindo afinidade pela simples fita de DNA
(BUSTO et al., 2015) (Figura 5).



Figura 5 — (A) Micrografia de fluorescéncia do nudcleo de células HelLa coradas com Hoechst
33258. (B) Modelo molecular da interacdo do Hoechst 33258 (em magenta) com o duplex de
DNA (azul e verde) (Protein Data Bank, 2017).

O uso do Hoechst 33258 nédo se limita apenas a micrografia, uma vez
gue € uma molécula eletroguimicamente ativa. Seu uso nessa area € recente,
sendo reportados poucos estudos com sua utilizagdo como indicador
eletroativo. Kobayashi e colaboradores reportaram seu uso pela primeira vez
como um indicador eletroquimico para a quantificacdo de DNA (KOBAYASHI et
al., 2004). J& Zhao e colaboradores desenvolveram um microchip para a
deteccdo eletroquimica do DNA utilizando Hoechst 33258 como um
intercalante da dupla fita, mostrando sua aplicabilidade em genossensores
(ZHAO et al.,, 2012). Em ambos os trabalhos, foi verificado que esse
intercalante possui um pico de oxidagdo caracteristico por volta de 0,5 V (vs.
Ag/AgCl), o que é atrativo devido a esse ser um potencial mais baixo daquele
da oxidacdo das bases nitrogenadas do DNA. Além disso, o Hoechst 33258 é
menos mutagénico e carcinogénico do que outros intercalantes da dupla fita de
DNA (FERGUSON; DENNY, 1995). Essas caracteristicas tornam esse
composto de grande interesse para a construcdo de dispositivos de detecgéo

de DNA, como os ja mencionados genossensores.
1.4. Eletrodos modificados
Em 1975, o termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi

introduzido para designar um eletrodo em cuja superficie espécies
guimicamente ativas foram imobilizadas (MOSES et al. 1975). Essa



modificacdo visa pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo-solucdo, como uma forma de alterar a seletividade e
sensibilidade do eletrodo (MURRAY et al. 1987).

Ha varias vantagens na utilizacdo de EQMs como, por exemplo,
facilitacdo das interacdes de um analito na camada modificada, eletrocatalise
de reacdes redox, transferéncia otimizada de elétrons para o eletrodo base,
permisseletividade com uso de membranas para inibir interferentes, deteccao
eletroquimica de analitos i6nicos ndo-redox e a incorporacédo de biomoléculas
(PEREIRA et al. 2002).

E primordial a escolha adequada do material do eletrodo base, pois essa
matriz deve apresentar caracteristicas apropriadas e também deve ser
adequada para o método de imobilizacdo selecionado. Dentre os materiais
mais utilizados incluem-se ouro, platina, mercurio, vidros condutores e carbono
em suas mais variadas formas (carbono vitreo, fibras de carbono, pasta de
carbono, grafite e carbono reticulado). Destaca-se o carbono grafite por seu
baixo custo, versatilidade e ampla faixa de trabalho (HOROZOVA;
DODEVSKA; DIMCHEVA, 2009).

Existe uma gama de técnicas que podem ser utilizadas para a
modificacdo desses eletrodos, sendo as mais utilizadas a adsorgéo fisica,
ligacdo covalente e a imobilizacdo de filmes poliméricos. Esta uUltima vem
ganhando espaco atualmente, devido a imensa variedade de monémeros
disponiveis que conferem propriedades Unicas como a possibilidade de
imobilizacdo de espécies ativas, bloqueio de interferentes e aumento da
velocidade de transferéncia de elétrons, da area superficial, da sensibilidade e
da seletividade dos eletrodos (CHILLAWAR; TADI; MOTGHARE, 2015).

1.4.1. Polimeros

Os polimeros sdo materiais compostos por unidades de moléculas
relativamente simples que se repetem, ligadas entre si por ligagcdes covalentes,
formando macromoléculas. Essas unidades de moléculas que dao origem aos
polimeros sdo chamadas mondémeros.

Os polimeros constituem varias substancias comuns e essenciais na vida

diaria do ser humano, como as proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos e
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materiais como plasticos, borrachas, tintas e poliésteres. Além disso, sdo
amplamente utilizados na indastria automobilistica, civil, de transporte, na area
médica e odontoldgica e também podem ser utilizados como compdsitos,
devido a sua combinacdo com um ou mais materiais (NAMBIAR; YEOW,
2011).

Avangos na pesquisa permitiram a descoberta de polimeros organicos
condutores de eletricidade, que se tornam promissores devido a sua
aplicabilidade na construcédo de dispositivos elétricos como os biossensores,
pois possuem a capacidade de transferir eficientemente elétrons produzidos
por reacbes bioquimicas para 0s equipamentos eletrdnicos usados para a
leitura do sinal, funcionando como uma camada intermediéria. Esses materiais
sdo capazes de adquirir carga positiva ou negativa por meio de oxidacao ou
reducdo, contribuindo para a condutividade elétrica. Alguns exemplos de
polimeros condutores amplamente utilizados s&o o politiofeno, o polipirrol e a
polianilina (Figura 6), polimeros esses que possuem uma rede de elétrons 1
(NAMBIAR; YEOW, 2011).

N A W N
N/ T ]

Politiofeno
Polipirrol
Polianilina

Figura 6 — Férmulas estruturais do politiofeno, do polipirrol e da polianilina. Destaque para as
ligagbes duplas alternadas que tornam esses polimeros condutores. A polianilina esta
representada na sua forma isolante (leucoesmeraldina base), porém assume formas

condutoras (autoria propria).

Polimeros contendo elétrons 1T apresentam propriedades eletronicas nao

usuais tais como condutividade elétrica, baixo potencial de ionizacao e elevada



afinidade eletrénica. A preparacédo de tais polimeros pode ser feita por métodos
eletroquimicos, metodologia que apresenta grande reprodutibilidade, € simples,
barata, e pode ser realizada a temperatura ambiente. Além disso, a espessura
do filme pode ser controlada pela variacdo de potencial ou corrente versus
tempo ou por meio da variacdo do numero e/ou velocidade de varreduras de
potencial (FRANCO et al., 2008).

Isbmeros do acido hidroxibenzbico podem ser utilizados no
desenvolvimento de filmes poliméricos condutores para a modificacdo de
eletrodos (FERREIRA, L. F. et al.,, 2011) devido a presenca de grupos
funcionais (&cido carboxilico e hidroxila) que s&o passiveis de sofrerem
eletropolimerizagéo e interagirem com nanomateriais e biomoléculas. O grupo
hidroxila ligado ao anel aromatico pode ser oxidado gerando um cétion radical,
dando origem a espécie reativa, e propagando a formacdo de cadeias de
poliéter (FERREIRA, D. C. et al.,, 2014). A Figura 7 mostra 0 mecanismo
proposto de eletropolimerizacdo do acido 3-hidroxibenzéico (3-HBA) para a

formacéao do poliéter.
O O.__OH O._OH
-2e
——
OH oH’
Oy, OH H .
OH H
O_OH (tl)" 7 OH OH
- n 0
OH OH : OH
-e

Ao %@-/

OH

Figura 7 — Mecanismo proposto para a formacédo de poliéteres durante a eletropolimerizacédo
do 3-HBA em meio acido (FERREIRA, D. C. et al., 2014).
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Nosso grupo de pesquisa tém desenvolvido varias estratégias para
melhorar as propriedades de filmes poliméricos como o 3-HBA, destacando-se
a incorporacdo de materiais nanoestruturados, originando nanocompositos

poliméricos.
1.4.2. Nanocompésitos

Os compasitos representam uma classe de materiais onde duas ou mais
substancias combinadas passam a exibir propriedades Unicas, que nao séo
possiveis de serem obtidas a partir de seus componentes individuais. Quando
pelo menos uma das fases constituintes do compdésito possui uma de suas
dimensbes em escala nanométrica, este passa a ser denominado
nanocomposito (WANG, Q. et al., 2011).

Nanocompdsitos estdo sendo projetados para as mais diversas
finalidades, como a producdo de plasticos que retardam a chama (IDUMAH,;
HASSAN; AFFAM, 2015), entrega e liberacdo controlada de medicamentos em
nanocapsulas (MERINO et al., 2015), tratamento de agua (SUBRAMANI;
JACANGELO, 2015), embalagem de alimentos (BUMBUDSANPHAROKE; KO,
2015), cirurgias e transplantes de 6rgaos (CROWLEY; BIRCHALL; SEIFALIAN,
2015), dispositivos eletronicos (RATH; KUNDU, 2015), dentre outras.

Varios materiais nanoestruturados vém sendo utilizados na preparacao
de nanocompdsitos poliméricos, como, por exemplo, nanotubos de carbono,
nanoparticulas de ouro, pontos quanticos, grafeno e seus derivados (NASIR;
KAUSAR; YOUNUS, 2015). Recentemente, o grafeno e seu derivado, o 6xido
de grafeno reduzido (OGR), tém se destacado devido as suas propriedades
Gnicas como elevada area superficial, baixo custo, alta velocidade de

transferéncia de elétrons e alta resisténcia mecanica (LEE et al., 2015)
1.4.3. Grafeno e seus derivados

O grafeno € um material formado por uma camada de atomos de
carbono organizados em um plano de forma hexagonal e em hibridizagéo sp?.
As distancias entre as ligagdes C-C sdo de aproximadamente 1,41 A (Figura 8)
e com uma espessura de um atomo de carbono (YANG et al., 2012).
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Figura 8 — Estrutura do grafeno (ALZAHRANI 2011).

Esse material exibe propriedades interessantes, tais como alta
resisténcia mecanica, leveza e alta condutividade de calor e eletricidade,
possuindo assim muitas aplicagdes, tais como dispositivos de cristal liquido, em
equipamentos de microeletronica, para a fabricacdo de células solares,
sensores e biossensores (HUANG, H. Y. et al., 2015).

Este nanomaterial pode ser obtido de diversas maneiras, como
esfoliacdo mecanica de folhas de grafite, crescimento epitaxial e reducao
quimica, térmica ou eletroquimica do 6xido de grafite (OGra) (DREYER et al.,
2010).

O OGra e é facilmente obtido a partir do grafite por meio da metodologia
de Hummers, apresentando a vantagem de poder ser disperso em agua devido
a presenga de grupos hidroxila, carbonila e carboxila nas extremidades e
grupos epoxido no plano basal. Quando as folhas de OGra sdo esfoliadas,
formando uma Unica camada, temos o Oxido de Grafeno (OG) (Figura 9). No
entanto, o OG conduz pouca corrente elétrica devido a interrupgao da nuvem 1T
de elétrons. Dessa forma, é necessaria uma redugdo desses grupos,
principalmente o epdxido, que pode se dar por métodos térmicos, quimicos
(que incluem o uso de agentes redutores como a hidrazina) e eletroquimicos
(PARK et al., 2011). A reducao eletroquimica apresenta vantagens, como sua
rapidez, eficiéncia, custo reduzido e a possibilidade de geragdo de camadas de
material reduzido diretamente sobre a superficie a ser modificada, além de ser
menos agressiva ao meio ambiente, uma vez que nao requer reagentes

quimicos nocivos e nao gera produtos contaminantes. O material produzido é
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comumente chamado de Oxido de grafeno reduzido eletroquimicamente
(OGRE) (MOHAN et al., 2015).

Grafite on Oxido de

Reducéo

Hat: Oxido de Grafeno
Reduzido

Figura 9 — Estruturas quimicas do grafite, éxido de grafeno, 6xido de grafeno reduzido
eletroquimicamente (adaptado de MOHAN et al., 2015).

O OGRE apresenta 6tima biocompatibilidade quando utilizado em
dispositivos de biossensoriamento, facilitando a transferéncia eletrdénica entre o
material biologico e o substrato, além de aumentar a area superficial do
eletrodo, o que viabiliza a utilizacdo de pequenas quantidades de amostra,
reduzindo o custo. Dessa forma, nanocompésitos formados por OGRE e
polimeros condutores sdo atraentes para a confec¢cdo de biossensores (DA
SILVA; MADURRO; MADURRO, 2017).
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1.5. Técnicas Eletroquimicas

Dentre os métodos eletroanaliticos disponiveis, destacam-se os métodos
interfaciais dinamicos, que investigam fendmenos na interface entre a
superficie dos eletrodos e a fina camada de solugdo adjacente a essa
superficie, na presenga de corrente elétrica na célula eletroquimica. Dentre os
meétodos interfaciais dindmicos, que s&o geralmente sensiveis, existem aqueles
em que o potencial da célula eletroquimica é controlado enquanto medidas de
outras variaveis sao feitas. Um exemplo € a voltametria, em que é medida a
corrente em funcdo do potencial elétrico (SKOOG, HOLLER e CROUCH,
2007).

Na voltametria, € possivel variar o sinal de excitacdo de potencial
aplicado a um eletrodo de trabalho, variando também a resposta de corrente
produzida. Cada sinal de excitacdo relaciona-se a uma forma de onda
caracteristica, sendo originadas técnicas como a voltametria ciclica e a
voltametria de pulso diferencial (SKOOG, HOLLER e CROUCH, 2007).

1.5.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) varre linearmente o potencial de um eletrodo
de trabalho (WANG, J., 2006), usando uma forma de onda como mostra a
Figura 10. Desse modo, o potencial é variado linearmente de A até B. Em
seguida, quando o extremo B é atingido, a dire¢ao € invertida e o potencial é
novamente variado até o valor inicial A. O ciclo de varreduras tem uma
velocidade especifica e pode ser repetido (SKOOG, HOLLER e CROUCH,
2007).
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Potencial (V)

Primeire segmente  Segundo segmento

Tempo (s)

Figura 10 - Forma de onda caracteristica da VC, com potencial elétrico em fungdo do tempo.
Cada ciclo é composto por dois segmentos: um que varia o potencial de A a B e outro que vai
de B a A (RODOVALHO 2014).

O gréfico resultante, de corrente em fungdo do potencial, € chamado
voltamograma ciclico. Assumindo que a forma reduzida de um dado analito
esta presente na solugao inicialmente, o primeiro meio-ciclo sera obtido a partir
de uma varredura em diregdo a potenciais mais positivos. Durante essa
varredura, sera atingido um potencial caracteristico do processo redox, em que
uma corrente anddica comega a aumentar, até atingir um pico, e depois decair.
Ao término da varredura, ocorrera uma inversao, de modo que o segundo
meio-ciclo sera em direcdo a potenciais mais negativos. As moléculas que
foram oxidadas no primeiro meio-ciclo serao reduzidas no segundo e o perfil da
resposta sera similar a do primeiro meio ciclo, se o processo for reversivel
(SKOOG, HOLLER e CROUCH, 2007). A Figura 11 mostra um exemplo tipico
de voltamograma ciclico de um par redox bem conhecido (ferro/ferricianeto de
potassio), com um pico de oxidagao proximo ao potencial 0,3 V e um pico de
reducdo préximo ao potencial 0,2 V. O formato do voltamograma, incluindo o
potencial em que aparecem os picos de corrente anddica e catddica, bem
como a area e altura desses picos, frequentemente sdo os alvos da
interpretacéo dos experimentos (CHILLAWAR; TADI; MOTGHARE, 2015).
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Figura 11 - Exemplo de voltamograma ciclico, com um pico de oxidagao préximo 0,3 V e um de
reducao préximo a 0,2 V (RODOVALHO 2014).

A VC tem sido abundantemente utilizada em estudos de mecanismos de
reacdes, de processos de adsorcdo e aplicagbes quantitativas (CHILLAWAR,;
TADI; MOTGHARE, 2015).

1.5.2. Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso foi desenvolvida com o objetivo de superar as
limitacbes da tradicional voltametria de varredura linear (SKOOG, HOLLER e
CROUCH, 2007). Uma das grandes vantagens de seu desenvolvimento é a
diminuicdo dos limites de deteccdo das técnicas voltamétricas (CHILLAWAR;
TADI; MOTGHARE, 2015). A ideia por tras da voltametria de pulso é realizar a
medida de corrente em um momento em que é grande a diferenca entre
corrente faradaica (desejada) e a corrente ndo-faradaica (interferente)
(SKOOG, HOLLER e CROUCH, 2007). Assim, os potenciais sao aplicados na
forma de pulsos e a corrente € medida algum tempo apos a aplicacdo, quando
a corrente nao-faradaica tiver decaido (WANG, J., 2006). A Figura 12

esquematiza graficamente a variacao de potencial de acordo com o tempo.
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Figura 12 - Forma de onda caracteristica da voltametria de pulso diferencial (VPD). As leituras

das correntes sao feitas antes e depois de cada pulso e a diferenca entre elas é registrada em
funcéo do potencial (RODOVALHO 2014).

No caso da VPD, as medidas de corrente sdo feitas alternadamente:
uma anterior ao pulso e outra no fim do pulso. A diferenca de corrente é
gravada como uma funcdo do potencial de excitacdo aplicado, que aumenta
linearmente. Assim, o resultado € uma curva diferencial, consistindo um pico
cuja altura é diretamente proporcional a concentracdo do analito (Figura 13). A

principal vantagem da técnica é a sua grande sensibilidade (SKOOG, HOLLER
e CROUCH, 2007).

80 4
60 4
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Corrente f pA
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04 06 08 1.0 12
Potencial / V vs Ag/agCl

Figura 13 - Exemplo de voltamograma de pulso diferencial (RODOVALHO 2014).
O potencial do pico pode ser utilizado para identificar espécies, inclusive

aquelas com potencial redox similar, devido a boa resolucéo da técnica (OZEL;
HAYAT; ANDREESCU, 2015).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de um
genossensor para a deteccdo eletroquimica do DNA gen6mico da bactéria
Alicyclobacillus acidoterrestris, baseado em um eletrodo de grafite modificado

com o0 nanocompésito polimérico OGRE/poli(3-HBA).

2.2. Objetivos especificos

v’ Sintese e caracterizacdo do 6xido de grafeno;

v' Reducéo eletroquimica e caracterizacao do 6xido de grafeno;

v Polimerizacdo eletroquimica do acido 3-hidroxibenzbico sobre
eletrodos modificados ou ndo com OGRE;

v Caracterizacdo do EG/OGRE/poli(3-HBA) e comparacdo com o
EG/poli(3-HBA);

v Imobilizacdo de uma sonda de oligonucleotideo especifica para A.
acidoterrestris na superficie do EG/OGRE/poli(3-HBA);

v’ Deteccdo do alvo complementar sobre o eletrodo modificado por
voltametria de pulso diferencial, de forma direta e indireta;

v' Obtencao de um lisado celular de A. acidoterrestris;

v Deteccdo do DNA genbmico da bactéria A. acidoterrestris presente no
lisado celular, na superficie do bioeletrodo.

v" Diferenciacdo do controle positivo (A. acidoterrestris) de um controle
negativo.

v Deteccdo em amostras reais de suco de laranja;

v Determinacao dos parametros analiticos do genossensor;

v Determinacao da estabilidade do nanocompdsito e do bioeletrodo.
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3. Material e métodos

3.1. Reagentes e solucdes

Todas as solucgdes foram preparadas com agua deionizada e ultra pura
(resistividade de 18,2 MQ cm, Gehaka), sendo aquelas utilizadas para fins
eletroquimicos desoxigenadas com gas nitrogénio ultrapuro previamente ao
uso, por tempo proporcional ao volume (1 min mL™). Os experimentos, quando
nao indicada a temperatura, foram realizados em temperatura ambiente (251
°C). A concentracdo das solucdes esta indicada apds sua menc¢do durante o
texto. Os reagentes utilizados foram de padrdo analitico e estao listados abaixo

em ordem alfabética:

e 2'-(4-hidroxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5'-bi-1H-benzimidazol
trinidrocloreto hidrato (Hoechst 33258, 99%, Sigma Aldrich);

e Acido 3-hidroxibenzoico (99%, Acros Organics);

e Acido citrico (99%, Synth);

e Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 99%, Vetec);

e Acido perclorico (37%, Merck);

e Acido sulfarico (98%, Synth);

e Citrato de sodio (99%, Synth);

e Cloreto de potassio (99%, Neon);

e Cloreto de sodio (99%, Synth);

¢ Dodecil Sulfato de Sadio (95%, Vetec);

e Ferricianeto de potassio (99%, Vetec);

e Ferrocianeto de potassio (99%, Reagen);

e Fosfato de sodio dibasico (99%, Synth);

e [osfato de s6dio monobasico (99%, Synth);

e P¢ de grafite (99,99%, Sigma Aldrich);

¢ Nitrato de sodio (99%, Synth);

e Permanganato de potassio (95%, Synth).

e Peroxido de hidrogénio (29%, Synth);

e Tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloreto (99%, Life Technologies).
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3.2. Amostras biologicas

Neste estudo foram utilizadas trés sequéncias de DNA

(oligonucleotideos), listadas a seguir:

¢ Oligonucleotideo ALIC1 (5’-CTGTGTTGATGTTGTTGGCG-3, liofilizado,

Invitrogen);

¢ Oligonucleotideo ALIC2 (5’-CGCCAACAACATCAACACAG-3, liofilizado,
Invitrogen);

¢ Oligonucleotideo poli(GA) (5-GGGGGGGGAAAAAAAA-3', liofilizado,
Alpha DNA).

O oligonucleotideo ALIC1 e seu complementar, ALIC2, sdo sequéncias
especificas para A. acidoterrestris (GenBank: DD330996.1). Todos o0s
oligonucleotideos foram diluidos em solugdo tampao citrato de sdédio salino
(citrato de sédio 0,03 mol L™, NaCl 0,3 mol L™, ajustado com &cido citrico, pH
7,0) obtendo a concentracdo de 1x10™ mol L™. Uma solucéo de bloqueio foi
preparada com albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich 96%) a 0,5% (m/v) em
uma solucdo tampdo fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH 7,4). Como controle
negativo, foi utilizada solucdo de DNA gendmico de Escherichia coli, o qual foi
purificado utilizando-se o extrator ABBOTT m2000sp, sendo utilizada agua

isenta de DNAase como solvente.

3.3. Cultivo e obtencéao do lisado celular de A. acidoterrestris

Parte do contetdo de uma ampola contendo a bactéria A. acidoterrestris
liofilizada (obtida pela Fundag&o André Toselo) foi solubilizado em 100 mL de
meio liquido de cultura para Bacillus acidocaldarius (BAM), e 0 mesmo foi
incubado em estufa a 40 °C durante 48 h. Apds o crescimento bacteriano, o
meio foi centrifugado a 5.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado lavado com 1 mL de solucdo tampao Tris-EDTA (Tris-HCI 1x107
mol L, EDTA 1x10? mol L™, pH 8,0), centrifugado novamente a 5000 rpm por
10 min, e o precipitado foi ressuspendido em 100 pL de solugao tampao Tris-

EDTA. Foram adicionados 50 pL de uma solucéo aquosa de dodecil sulfato de
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sédio (SDS, 10%), seguido de incubacéo por 30 min a 65 °C. O SDS tem por
funcdo romper a membrana bacteriana e expor seu DNA gendmico, uma vez
que se trata de uma substancia anfipatica, desestabilizando a membrana
celular. O lisado foi centrifugado (11.000 rpm, 15 min), o sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi solubilizado em 100 pL de solucdo tampéo Tris-
EDTA e estocado a -8 °C até o momento do uso. Essa solucdo foi denominada
controle positivo, e a concentracdo de DNA na mesma foi determinada
utilizando um espectrofotbmetro da marca BioDrop®, no qual a absorbancia
das amostras foi mensurada em 260 nm, comprimento de onda na qual as

bases nitrogenadas do DNA respondem.

3.4. Amostras de suco de laranja

Uma amostra de suco de laranja concentrado (65 °Brix) foi obtida na
Empresa Brasileira de Bebidas e Alimentos® (EBBA), localizada em Araguari-
MG. Este suco concentrado foi diluido em solucdo tampéo fosfato de sddio a
5% (v/v) (0,1 mol L™, pH 7,4) e autoclavado para assegurar a sua esterilidade.
Uma vez que o suco de laranja deve estar totalmente livre de A. acidoterrestris,
optou-se por fazer uma diluicdo 1:1 do lisado no suco de laranja estéril, para
verificar se os componentes do mesmo iriam interferir na deteccdo. Para isso,
foram adicionados 7,5 pL da solucédo de lisado celular de A. acidoterrestris em
7,5 yL de solucéo do suco de laranja diluido. Esta solu¢éo de suco de laranja
artificialmente contaminada foi utilizada como amostra positiva para a deteccéo

eletroquimica.
3.5. Medidas Eletroquimicas

Os testes eletroquimicos foram realizados em uma célula de trés
compartimentos (Figura 14) com capacidade para 25 mL de solugdo. Os
eletrodos utilizados foram: eletrodo de trabalho de grafite, eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl e KCI (3 mol L) e eletrodo auxiliar de platina (area
geométrica de 2 cm?). Em todos os experimentos foi utilizado um potenciostato

da marca CH Instruments, modelo 760C.
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Figura 14 - Esquema da célula eletroquimica de 3 compartimentos utilizada neste estudo. Da
esquerda para a direita, em cada compartimento: eletrodo auxiliar, eletrodo de trabalho
(conectado na base de latdo e envolto em teflon) e eletrodo de referéncia (RODOVALHO,
2014).

Foram utilizados discos de grafite (99,9995% de pureza, Alfa Aesar) de 6
mm de didametro como eletrodos de trabalho, colados sobre latdo com cola de
prata e envoltos por uma base de Teflon®. Os espacos entre a base e o
sistema grafite/latdo foram preenchidos com cola ep6xi. Em seguida, um
polimento do eletrodo foi realizado em lixas d’agua com granulagéo de 400 cm”
2 @ 1500 cm™, para nivelar a superficie do grafite. Posteriormente, utilizou-se
uma suspensao aquosa de alumina 0,3 um sobre feltro para um polimento mais
fino. Para a remogédo da alumina, os eletrodos foram tratados em ultrassom por
5 min em agua deionizada.

Apos o polimento, o eletrodo de grafite foi submetido a uma voltametria
ciclica com potencial elétrico entre 0 a 1,2 V (vs. Ag/AgCl) e v =50 mV s em
solucdo de &cido perclérico 0,5 mol L™, visando uma padronizacdo e controle
da qualidade dos eletrodos, uniformizando-os para as etapas subsequentes.

3.6. Sintese do Oxido de Grafite

O OGra foi produzido utilizando-se o método descrito por Hummers com

algumas modificacdes, de acordo com o esquema da Figura 15. Para tal, os
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reagentes e vidrarias foram levados a uma capela e utilizou-se mascara, uma
vez que durante o processo ha a liberacdo de vapores potencialmente toxicos.
Misturou-se 2 g de grafite em 50 mL de acido sulfarico (98%). Em seguida
foram adicionados 2 g de nitrato de sodio e 6 g de permanganato de potassio.
Essa mistura ficou em banho de gelo por 10 min, para evitar o aquecimento
excessivo devido a reacdo exotérmica. Em seguida, sob agitagdo constante, a
mistura foi mantida em banho-maria a 42 °C por 60 min. Decorrido este
periodo, foram cuidadosamente adicionados 95 mL de agua e mantido sob
agitacao constante por mais 30 min. Ao fim dos 30 min, foram adicionados 285
mL de &gua e 20 mL de perdxido de hidrogénio (29%) e mantido sob agitacédo
por mais 10 min. A solugao resultante foi centrifugada por 15 min a 9.000 rpm
por trés vezes, descartando-se o sobrenadante e utilizando-se agua deionizada
nas duas ultimas centrifugacfes. O material obtido foi seco em estufa a 55 °C
por 72 horas, macerado em almofariz e acondicionado em microtubos até o

momento da utilizag&o.

Grafite + H,SO, +
NaNO; + KMnO, H0 H,0 + H,0,

Banho de .
Gelo 42°C
_— —_—
10 min 60 min

Descarte do
sobrenadante
posse —_— [—.

.................

9000 rpm, 15 min, 3X

Figura 15 — Representacdo esquemaética da metodologia empregada na sintese do OGra

(autoria prépria).
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3.6. Obtencédo do OGRE

A obtencdo do OGRE foi feita como descrito na Figura 16. OGra foi
disperso em agua deionizada em uma razado de 1:1 (mg:mL), seguido de
sonicacao por 2 horas, visando a esfoliacdo de suas folhas, obtendo-se o OG.
A dispersao foi centrifugada por 10 min a 3.500 rpm e 30 pyL do sobrenadante
foram gotejados sobre a superficie do eletrodo de grafite, e 0 mesmo foi
mantido a 50 °C para a secagem da solucdo. Apds secagem, o eletrodo de
trabalho foi conectado a célula de trés compartimentos contendo uma solucao
tampéo fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH 7,0). A reducdo eletroquimica foi
conduzida por voltametria ciclica huma faixa de potencial de 0 a -1,5 V (vs.
Ag/AgCl) e v = 50 mV s™, mediante 10 ciclos de potencial, obtendo 0 OGRE
adsorvido no eletrodo de grafite. Em sequéncia, o eletrodo foi lavado com em

agua deionizada e seco com gas nitrogénio ultrapuro.

£, 00T Lo £, 06 Lo
N C N S 3500rpm, 10 min N

|

VC (10 ciclos,
0a-1,5V
50 mV.s'l) Lavagem

wn
a
lé
[}
g

Figura 16 — Representagéo esquematica da metodologia empregada na reducdo do OG

(autoria propria).



3.7. Caracterizacédo do OG e do OGRE

3.7.1. Andlise elementar

A Andlise Elementar CHN é uma técnica para determinacdo das
porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio em uma amostra. Seu
funcionamento é baseado no método de Pregl-Dumas (PATTERSON, 1973).
Neste método as amostras sao sujeitas a combustdo em uma atmosfera de
oxigénio puro, e 0s gases resultantes dessa combustdo sdo quantificados em
um detector TCD (detector de condutividade térmica). Para isto, o po de grafite
e 0 Oxido de grafite foram levados a um analisador da marca
PerkinElmer modelo 2400 Series Il CHNS/O.

3.7.2. Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
€ baseada nas vibra¢des dos atomos numa molécula, sendo que um espectro
no infravermelho € obtido pela passagem de radiacdo infravermelha em uma
amostra e da determinacdo da fracdo de radiacdo incidente que é absorvida
em cada comprimento de onda. Ao absorver essa radiacdo, as moléculas sao
excitadas a estados de energia maiores e cada frequéncia (energia) de
absorcdo presente num espectro no infravermelho corresponde a uma
frequéncia de vibracdo de uma ligacdo quimica da amostra. O espectro no
infravermelho aparece como uma série de bandas, em que as posi¢cdes das
bandas podem ser apresentadas em comprimento de onda (um) ou numero de
onda (cm™) e as intensidades das bandas em porcentagem de transmitancia
(%T) ou absorbancia (A). Dessa forma, € possivel inferir a composi¢cdo e os
tipos de ligacdo estao presentes no composto (BARBOSA, 2007).

Amostras do po de grafite e de OGra foram armazenadas em
dessecador para retirada da umidade previamente as medidas. Os espectros
no infravermelho foram obtidos em um Espectrofotdbmetro Shimadzu utilizando
pastilha de brometo de potassio. JA os espectros no infravermelho do EG,
EG/OG e EG/OGRE foram obtidos em um Espectrofotometro Two PerkinElmer

no modo ATR (Attenuated Total Reflectance) que analisou a superficie dos
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eletrodos por meio do contato dos mesmos com um cristal de seleneto de
zinco. Previamente as medidas, os eletrodos foram secos em gas nitrogénio

ultrapuro para a retirada de umidade.
3.7.3. Caracterizacdo com sonda anidnica

O EG, EG/OG e EG/OGRE foram caracterizados utilizando uma sonda
anibnica de ferro/ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)e].3H20, 5
mmol L?, contendo 0,1 mol L* de KCI). Para tal, foi aplicado um ciclo de
voltametria ciclica com o potencial variando de -0,3 a 0,7 V (vs. Ag/AgCl), 50

mV s,
3.7.4. Andlises morfoldgicas

A fim de verificar as diferencas morfologicas entre o OGra e o po de
grafite, foram utilizadas as técnicas de microscopia eletrénica de varredura
(microscopio modelo EVO/MA10, Zeiss) e de microscopia de forca atdbmica
(microscopio modelo SPM 9600, Shimadzu), sendo que esta ultima foi utilizada
para avaliar o perfil e espessura faz folhas de OGra produzias. Para isso, 5 yL
de solugdes 1:1 (m/v) de p6 de grafite e 6xido de grafeno foram gotejadas
sobre uma superficie de mica recém-clivada, secas com gas nitrogénio e

levadas ao microscopio.

3.8. Eletropolimerizacdo do 3-HBA

O esquema da Figura 17 representa a eletropolimerizacdo do 3-HBA
sobre o EG/OGRE. O eletrodo foi conectado a célula de trés compartimentos,
sendo submetido a uma VC de 10 ciclos de potencial (0 a 1,2 V vs. Ag/AgCl, v
= 50 mV s™) em solucdo monomérica de 3-HBA (2,5 mmol L™ em HCIO, 0,5
mol L™?). Apés a eletropolimerizacdo foram aplicados 4 ciclos de potencial
apenas em solucdo de eletrélito suporte (HCIO4 0,5 mol L™Y), visando a
remocgao de mondémero residual na superficie do eletrodo e a obtencéo do perfil
eletroquimico do material formado. Foi obtido também o perfil do eletrodo

modificado apenas com poli(3-HBA).
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Eletrodo de trabalho

Eletrodo de trabalho modificado com OGRE/poli(3-HBA)

modificado com OGRE

VC (10 ciclos, 0Oy OH Oy OH

] ‘ OvVal2Vv
50 mV.s™)
7 v —_—
3-HBA
+ HCIO,
VC (4 ciclos, i
AR

0Ovalz2y,
Analise do perfil eletroquimico

50 mV.s™)

Figura 17 — Representacé@o esquematica da metodologia empregada na eletropolimerizagcéo do

3-HBA (autoria propria).

3.9. Caracterizacédo dos eletrodos modificados com filme polimérico
3.9.1. Caracterizacéo eletroquimica

O EG, EG/poli(3-HBA) e EG/OGRE/poli(3-HBA) foram caracterizados
utiizando a sonda anibnica de ferro/ferricianeto de  potassio,
(K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g].3H,0, 5 mmol L™, contendo 0,1 mol L™ de KCI), para
tal, foi aplicado um ciclo de voltametria ciclica com o potencial variando de -0,3
a +0,7 V vs. Ag/AgCl , v =50 mV st

3.9.2. Andlises morfoldgicas

O EG, EG/poli(3-HBA) e EG/OGRE/poli(3-HBA) foram caracterizados
por microscopia de forca atdmica e microscopia eletrdnica de varredura,
visando verificar diferencas na morfologia dos mesmos. As anélises de AFM
foram feitas no modo dindmico. Previamente as analises de MEV, os eletrodos

foram metalizados com uma fina camada de ouro.
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3.9.3. Estabilidade do nanocompasito

A estabilidade do nanocompdésito polimérico foi avaliada estocando-se o
EG/OGRE/poli(3-HBA) em uma temperatura de -8°C e em atmosfera de
nitrogénio, visando a avaliacdo da carga envolvida no processo de oxidacdo do
filme polimérico, por um periodo de 180 dias, sendo efetuadas analises por
voltametria ciclica de 15 em 15 dias (0 a +1,2 V vs. Ag/AgCl, v = 50 mV s em
HCIlO, 0,5 mol L™).

3.9.4. Deteccdao de oligonucleotideos imobilizados

Para averiguar a melhora que o nanocompdsito representa na
imobilizacdo de oligonucleotideos, em comparacdo com o eletrodo de grafite e
o eletrodo modificado apenas com poli(3-HBA), uma sonda constituida de
repeticbes de guanina e adenina [poli (GA), 5-GGGGGGGGAAAAAAAA-3’] foi
imobilizada nas superficies dos eletrodos por adsorcdo e detectada por
voltametria de pulso diferencial. Para isso, foram gotejados 15 uL da solucéo
de poli(GA) sobre os eletrodos de trabalho, sendo mantidos em estufa a 37 °C
por 20 min para promover a adsor¢cdo do oligonucleotideo na superficie do
eletrodo. Apds essa etapa, o eletrodo passou por uma lavagem com 50 pL de
solugéo tampéao fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH 7,4) por trés vezes, com o
intuito de remover as sondas que nao foram completamente adsorvidas. Os
eletrodos foram entdo secos com gas nitrogénio ultrapuro e conectados na
célula de trés compartimentos. Os picos de oxidacao dos residuos das bases
nitrogenadas 8-oxiguanina, guanina e adenina foram monitorados por meio da
técnica de voltametria de pulso diferencial (+0,5 a +1,3 V vs. Ag/AgCl, v = 20
mV s, amplitude 50 mV, solucdo tampé&o fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,4).
A 8-oxiguanina é resultante da oxidacdo da base nitrogenada guanina, que
pode estar presente na amostra dependendo das condicbes de

armazenamento do oligonucleotideo.
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3.10. Construcgao do bioeletrodo e detec¢éo do alvo complementar

A Figura 18 mostra um esquema representativo da metodologia de
construcdo do bioeletrodo e da deteccédo do alvo complementar.

B Sonda imobilizada
Incorporagéo por adsorc&o

da sonda
EG/OGRE/poli(3-HBA)

0O.._OH O OH
37°C
20 min

B Lavagem e bloquelo 37°C
Hibridizagcdo da Incorporagéo da superticie 60 .
sonda com o alvo do alvo

%

Lavagem e L
Detecgao Sv?gerp g
Indireta eleceao

Direta

|, Voltametria
s de Pulso
| Diferencial
_—>
Incorporagéo Célula de Trés Analise do
do Hoechst 33258 Compartimentos voltamograma

25°C, 15 min

Figura 18 - Representacdo esquemética da metodologia empregada na construcdo do

bioeletrodo e na deteccao do alvo complementar (autoria prépria).

Sobre os eletrodos de trabalho foram gotejados 15 pL da solucéo de
sonda ALIC1, sendo mantidos em estufa a 37 °C por 20 min para promover a
adsorcdo do oligonucleotideo na superficie modificada. Apds essa etapa, o
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eletrodo passou por uma lavagem com 50 uL de solugdo tampao fosfato de
sédio (0,1 mol L™, pH 7,4) por trés vezes, com o intuito de retirar as sondas que
nao foram completamente adsorvidas. Esse processo de lavagem foi 0 mesmo
para as etapas subsequentes. Em seguida, foram gotejados 30 pL de solucdo
de albumina de soro bovino (BSA) sobre os eletrodos, e os mesmos foram
incubados a 37 °C por 60 min. A albumina de soro bovino age como
blogueadora de superficie, impedindo que o alvo a ser adicionado também seja
adsorvido na superficie livre do eletrodo. Apdés o bloqueio, o eletrodo foi
novamente lavado para a retirada da BSA em excesso, seco em gas nitrogénio,
e 15 pL do oligonucleotideo alvo (ALIC2) foram gotejados na superficie do
eletrodo. O mesmo foi mantido em estufa a 70 °C por 15 min para a
hibridizacdo das fitas complementares de oligonucleotideos. Essa temperatura
foi escolhida por ser a temperatura de anelamento da sequéncia utilizada.

O pico de oxidacdo do residuo da base nitrogenada guanina foi
monitorado por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial (+0,8 a +1,2
V vs. Ag/AgCl, v = 20 mV s, amplitude 50 mV, solucdo tamp&o fosfato de
sédio 0,1 mol L™, pH 7,4), de forma a detectar diretamente a hibridizac&o entre
a sonda e o alvo. Para a deteccdo indireta, apdés a secagem do bioeletrodo
incorporado com o alvo, foram gotejados sobre o mesmo 15 uyL de uma solucéo
aquosa de Hoechst 33258 (2x10™° mol L™) e, o eletrodo foi incubado em
temperatura ambiente por 15 min, seguido de lavagem e secagem. O pico de
oxidacdo do Hoechst 33258 foi monitorado por meio da técnica de voltametria
de pulso diferencial (+0,3 a +0,7 V vs. Ag/AgCl, v = 20 mV s™, amplitude 50
mV, solucdo tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,4 ). O intercalante
Hoechst 33258 é adsorvido na superficie do eletrodo, porém possui uma maior
afinidade pela dupla fita de DNA, permanecendo em maior quantidade sobre a

superficie apés a lavagem.

3.11. Deteccéo do DNA gendmico de A. acidoterrestris presente no

lisado celular

Previamente a deteccdo eletroquimica, as solugbes controle foram

incubadas em estufa a 98 °C por 3 min imediatamente antes de serem
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utilizadas, visando a desnaturacdo das fitas de DNA e a obtencdo do DNA
simples fita (ssDNA), de modo que o material genbmico bacteriano esteja
disponivel para interagir com a sonda na superficie do eletrodo.
Concomitantemente, o bioeletrodo com a sonda incorporada foi mantido em
estufa a 70 °C, para evitar uma diminuicdo brusca de temperatura das solucdes
previamente aquecidas. Em seguida, foram gotejados 15 pL da solucéo de
lisado celular, suco de laranja contaminado, ou da solugcdo de controle
negativo, em diferentes eletrodos, para a comparacdo da resposta
eletroquimica. Os eletrodos foram incubados em estufa a 70 °C por 15 min
para a hibridizacdo das fitas complementares de oligonucleotideos. Apés esse
tempo, a superficie dos eletrodos foi lavada com solu¢do tampédo fosfato de
sédio e seca com gas nitrogénio ultrapuro. Foram adicionados 15 uL de
solugéo aquosa de Hoechst 33258 (2x10™ mol L™) ao eletrodo e o mesmo foi
incubado em temperatura ambiente por 15 min, seguido de lavagem e
secagem. O pico de oxidacdo do Hoechst 33258 foi monitorado por meio da
técnica de voltametria de pulso diferencial (+0,3 a +0,7 V vs. Ag/AgCl, v = 20

mV s, amplitude 50 mV, solucdo tamp&o fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,4).
3.12. Construcao da curva de calibracao

Para a construcéo da curva de calibracdo do biossensor, o lisado celular
de A. acidoterrestris foi diluido em solugdo tampéo Tris-EDTA nas seguintes
diluicdes: 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000. Uma amostra sem diluicdo também foi
utilizada. A deteccdo das diluicbes no bioeletrodo seguiu as etapas
exemplificadas no item 3.11. A corrente de pico da oxidacdo do Hoechst 33258
referente a cada diluicdo foi utilizada para construcdo da curva de calibracao do
bioeletrodo. Utilizando o software Origin® 8, uma curva de calibragéo foi obtida,
relacionando a corrente de pico com o logaritmo da concentragcdo do DNA
gendmico de A. acidoterrestris. Para a determinacédo dos limites de deteccdo
(LD) e quantificacdo (LQ) do bioeletrodo, as seguintes equacdes foram

utilizadas:

3.0 10.0
LD=? (Eq 1) LQ= T (Eq. 2)
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nas quais o € o desvio padrao do branco e S o coeficiente angular da reta da

curva de calibracao.

3.13. Avaliacéo da estabilidade do bioeletrodo

Para analisar a estabilidade do bioeletrodo, estocou-se os eletrodos
modificados com a sonda imobilizada e blogueados com BSA em uma
temperatura de 8 °C e ao abrigo de luz, durante 42 dias, e os eletrodos foram
avaliados em intervalos de 7 dias, de acordo com a metodologia do item 3.11.
A carga resultante da oxidacdo do Hoechst 33258 foi utilizada como parametro
de avaliacdo da estabilidade do bioeletrodo, sendo a mesma acompanhada

durante os dias de experimento.

3.14. Estatistica e tratamento dos dados

Todos os experimentos eletroquimicos foram conduzidos em triplicata e
os resultados numéricos foram apresentados, sempre que possivel, no formato
de média aritmética + desvio-padrdo. Apenas desvios-padrado inferiores a 10%
da média foram considerados aceitaveis. Quando aplicavel, os voltamogramas
finais foram subtraidos de suas respectivas linhas de base (voltamogramas
obtidos nas mesmas condi¢cdes, em eletrdlito suporte). Os picos foram
corrigidos pela subtracdo de uma linha reta tangente a base, alinhados
verticalmente e suas caracteristicas (area e altura) foram calculadas pela
ferramenta Peak Analyzer, incluida no software Origin® 8. Os valores de
corrente de pico (Ip) foram obtidos pela altura calculada nos graficos de
corrente por potencial elétrico, e a carga (Q) foi obtida pela area sobre a curva
calculada nos graficos de corrente por tempo. Os voltamogramas, espectros e
histogramas foram construidos por meio do software Origin® 8. As
microscopias de forca atdmica foram representadas e analisadas por meio do
software Gwyddion® 2.45.
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4. Resultados e discussao

4.1. Obtencéo do 6xido de grafeno reduzido

A Figura 19 apresenta o perfil da reducéo eletroquimica do éxido de
grafeno sobre a superficie do eletrodo de grafite.

0,0 —

Corrente / mA

Corrente / mA

—EG
----EG/OG

T T T T T T
-14 -1,2 -1,0 -0,8 -06 -04 -0,2 0,0
Potencial / V vs. Ag/AgCI

'214 I I I I 1 I 1
14 -12 10 08 -06 04 -02 00

Potencial / V vs. Ag/AgCl

Figura 19 — Voltamograma ciclico do EG/OG em solucdo de tampao fosfato (0,1 mol L™, 10
ciclos de potencial, V = 50 mV s™). No inserto, o primeiro ciclo de potencial de reducéo, sendo

(—) EG e (-----) EG/OG. A seta indica o comportamento da corrente ao longo dos ciclos de
potencial.

Pode-se observar que o voltamograma referente apenas ao EG nao
apresenta picos de reducéo ou de oxidacéo, ja o EG/OG apresenta um pico de
reducdo significativo em -1,3 V, referente a reducdo dos grupos funcionais do
OG (CHNG; PUMERA, 2011). A segunda varredura de potencial ndo apresenta
pico notavel, indicando que houve uma reacao irreversivel e uma diminuicdo da
quantidade dos grupos funcionais durante a primeira varredura de reducéo.
Segundo Chng e Pumera, os grupos hidroxila ndo sédo capazes de serem
reduzidos eletroquimicamente. Ja os grupos epoxido e aldeido sédo reduzidos
na faixa de potencial entre -0,9 a -1,5 V (vs. Ag/AgCIl) em meio neutro. Nesse
sentido, acredita-se que grande parte dos grupos epoéxido do 6xido de grafeno
foram reduzidos.
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4.2. Caracterizagcao do OG e do OGRE

4.2.1. Anélise Elementar

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos na analise elementar do po de
grafite e do 6xido de grafite. Apds a oxidacdo, observa-se que o percentual de
carbono caiu em mais que a metade, e consequentemente o percentual de

oxigénio, praticamente inexistente, aumentou. Esses resultados indicam que a
oxidacao do grafite foi efetiva.

Tabela 2 — Percentual dos elementos obtidos através da analise elementar do p6 de grafite e

do o6xido de grafite

Composto %C | %H | %N | %0 (por subtracéo)
Grafite 99,80 | 0,12 | 0,05 0,03
Oxido de Grafite | 41,80 | 2,39 | 0,02 55,79

4.2.2. Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros obtidos em pastilha de KBr para o grafite e o OGra

evidenciam diferencas significativas ap0s o processo de oxidagdo, como
mostra a Figura 20.
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Figura 20 — Espectros no infravermelho do grafite (——) e do OGra (—).
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O espectro FT-IR do grafite mostra uma banda a 3438 cm™ referente a
deformacéo axial —OH e outra a 1640 cm™ associada a vibracdo -C=C-.
Amostras incorporadas em pastilha de KBr geralmente apresentam bandas
préximas a 3438 e 1040 cm™ devido & umidade do ar. A banda referente a
hidroxila (3438 cm™) pode estar relacionada a oxidacdo do grafite com o ar
atmosférico ou umidade na amostra (JIN et al. 2013). O espectro de FT-IR do
6xido de grafite apresenta os picos de absorcdo a 1720 cm™ referente a
carbonila e 1620 cm™ de vibragdo -C=C-. Outros picos aparecem a 1210 cm™e
1056 cm™, referentes a vibragéo de alcoxidos e epéxidos, respectivamente.
Adicionalmente, a banda da hidroxila a 3400 cm™ é mais intensa e larga,
sugerindo a presenca de hidroxila de grupos carboxilicos. Esses resultados
indicam que houve a oxidacdo efetiva do grafite. As atribuicbes aos picos e

bandas do grafite e do 6xido de grafite estdo resumidas na Tabela 3.

Tabela 3 - Posicéo dos picos e bandas de absorgéo obtida por FT-IR referente ao grafite e ao

OGra.
Posicao da banda ou pico Processo atribuido
GRAFITE
3438 cm™ -O-H (hidroxila)
1640 cm™ —C=C-

OXIDO DE GRAFITE
3400 cm™— 1800 cm™ | -O-H (hidroxila de grupos carboxilicos)

1720 cm? -C=0 de carbonila
1620 cm™ —C=C-

1210 cm™ C-0O-C de alcoxidos
1056 cm™ -C-0O de ep6xidos

Ja os espectros obtidos pelo método ATR nos EG, EG/OG e EG/OGRE
estdo expostos na Figura 21. Pode-se observar diferengas significativas dos
espectros apos o processo de reducéo eletroquimica. Os espectros sugerem
que houve reducédo dos grupos carboxilas e epoxidos, uma vez que, houve

uma diminuicdo das bandas de absorcéo.
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Figura 21 — Espectros no infravermelho do EG (——), EG/OG (------ ) e EG/OGRE (------ ).

4.2.3. Caracterizagcdo com sonda anidnica

O par redox ferro/ferricianeto de potassio € muito utilizado para verificar
as propriedades eletronicas de superficies eletroativas, devido a sua
sensibilidade as cargas da superficie, comportando-se como uma sonda

aniénica. A Figura 22 mostra o perfil eletroquimico do EG, EG/OG e EG/OGRE
nessa sonda.
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos em solugdo aquosa de sonda anibnica

(Ks[Fe(CN)gl/Ka[Fe(CN)g] 5 mmol L™ e 0,1 mol L™ de KCI, 50 mV s™. (—) EG, (-----) EG/OG
e (----) EGIOGRE.
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Pode-se observar que na presenca do OG houve um decaimento das
correntes de pico de aproximadamente cinco vezes em relagdo ao perfil da
sonda no EG. Isso se deve ao fato da estrutura do OG apresentar propriedades
isolantes, devido a interrupgao da 1 nuvem de elétrons e a presenca de grupos
funcionais (carboxilato em meio neutro) que promovem a repulsdo eletrénica do
par redox (LIU et al., 2013). Depois da reducéo do 6xido de grafeno, os valores
de corrente aumentam significativamente, indicando que houve aumento da
condutividade do material, evidenciando que o OGRE apresenta melhores

propriedades eletronicas do que o OG.

4.2.4. Analises Morfolégicas

A Figura 23 mostra as imagens de microscopia eletronica de varredura
obtidas das superficies de mica recém-clivadas, na presenca do grafite e do
oxido de grafeno. Observa-se que o grafite apresenta-se como estruturas
esparsas e compactas sobre a mica, porém apos a oxidacdo, as camadas de
carbono estdo mais bem distribuidas sobre a superficie da mica. E possivel
dizer entdo que a oxidacao e a esfoliacdo das folhas de éxido de grafeno foram

efetivas.

1 pm EHT =2000kV Signal A = SE1 Date :1 Mar 2016 1 pm EHT =2000kV Signal A = SE1 Date 1 Mar 2016
— WD = 75mm Mag= 20.00KX Time :10:16:03 WD = 7.0mm Mag= 20.00K X Time :10:06:08

Figura 23 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura do (A) grafite e (B) OG sobre

placas de mica recém-clivadas.

Ja a Figura 24 mostra a imagem de microscopia de for¢ca atbmica das
folhas de 6xido de grafeno e seu perfil topografico. Podemos observar as folhas

de OG isoladas na superficie da mica. A espessura média das folhas mostrou-
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se ser 1,3 nm, que é semelhante a outro estudo (WANG, D. et al., 2010). A
espessura tedrica de uma Unica camada de grafeno é de aproximadamente
0,35 nm (GUPTA, 2006). No entanto, espera-se que as folhas de Oxido de
grafeno sejam mais espessas devido a presenca de grupos funcionais
contendo oxigénio (acido carboxilico, carbonila, epoxido e hidroxila)

ligeiramente acima e abaixo do plano original de grafeno.
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Figura 24 — (A) Imagem de microscopia de forca atémica das folhas de OG sobre uma placa

de mica recém-clivada. (B) Perfil das folhas de OG.

4.3. Eletropolimerizacéo do 3-HBA

A Figura 25 mostra os voltamogramas resultantes da eletropolimerizacao
do 3-HBA no EG e no EG/OGRE.
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Figura 25 - Voltamogramas ciclicos da eletropolimerizagao do 3-HBA (2,5 mmol L™" em HCIO,
0,5 mol L™, 10 ciclos de potencial, v = 50 mV s™). Em (A) EG e (B) EG/OGRE. As setas

indicam o comportamento da corrente ao longo dos ciclos.

Em ambos os voltamogramas ciclicos, os picos de oxidacédo e reducéo
do polimero (setas indicadas por “a”) apresentam valores de corrente cada vez
maiores com as sucessivas varreduras, confirmando a cobertura da superficie
do eletrodo de grafite por um material polimérico eletroativo. Em contrapartida,
os picos de oxidagcdo do mondmero (setas indicadas por “b”) possuem valores
de corrente cada vez menores, 0 que representa seu consumo.

O eletrodo modificado com OGRE apresenta corrente de pico de
oxidacdo do mondémero 2,2 vezes maior do que o eletrodo sem modificacéo.
Além disso, o potencial de oxidacdo do mondémero no eletrodo sem
modificacdo ocorre em 1,12 V, ja para o eletrodo modificado com OGRE ocorre
em 1,06 V. Essa diferenca de 60 mV indica que o nanomaterial facilita a
transferéncia de elétrons no processo de oxidacdo do monbémero. Isto é
evidenciado na Figura 26, que compara o primeiro ciclo de eletropolimerizacao
do monGmero na presenca e na auséncia do OGRE. Estes resultados indicam

gue o OGRE apresenta boas propriedades eletrocataliticas.
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Figura 26 - Voltamogramas ciclicos do primeiro ciclo de potencial em solugdo monomérica de
3-HBA (2,5 mmol L™ em HCIO, 0,5 mol L™, 1 ciclo de potencial, v = 50 mV s™). Em (—) EG,
e (------ ) EG/IOGRE.

Visando comparar a quantidade de poli(3-HBA) formado na presenca e
auséncia do nanomaterial nos eletrodos, foi verificado o perfil voltamétrico do
EG, EG/poli(3-HBA) e EG/OGRE/poli(3-HBA) em solucédo do eletrélito suporte

sem a presenca do monémero, como mostra a Figura 27.
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Figura 27 - Voltamogramas ciclicos em solugédo de eletrdlito suporte (HCIO,4 0,5 mol L™, 1 ciclo
de potencial, v = 50 mV s'l). Em (—) EG, (------ ) EG/poli(3-HBA) e (------ ) EG/OGRE/poli(3-
HBA).

Pode-se constatar que na presenca do OGRE, os picos de oxidacdo e
reducdo resultantes da eletrodeposicdo do poli(3-HBA) apresentaram um
aumento significativo dos valores de corrente, quando comparados a auséncia
do nanomaterial. Esse aumento ocorre principalmente nos potenciais onde
houve a formacdo do material polimérico (entre +0,3 V e +0,9 V) no qual pode-
se observar alguns picos de oxidagéo e de reducédo convoluidos. Dessa forma,
podemos sugerir que o nanomaterial ocasiona um aumento significativo da
area superficial do eletrodo. A Figura 28 mostra o grafico de carga obtido por
meio da integracdo do pico de oxidacdo do poli(3-HBA) dos voltamogramas da
Figura 27. Pode-se observar uma diferenca significativa entre o nanocompasito
polimérico e o 3-HBA, uma vez que a quantidade de carga para o
nanocompasito é cerca de 4,5 vezes maior.
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Figura 28 - Histograma mostrando a carga envolvida no processo de oxidacdo do

EG/OGRE/poli(3-HBA) e do EG/poli(3-HBA)

4.4, Caracterizagado dos eletrodos modificados com filme polimérico

4.4.1. Caracterizacao Eletroquimica

A Figura 29 apresenta os voltamogramas resultantes da caracterizagéo

dos eletrodos modificados com o poli(3-HBA) na presenca da sonda anibnica.

—EG
| ----EG/poli(3-HBA)
------ EG/OGRE/poli(3-HBA)

Corrente / pA

T T
-0,1 0,0 01

1 1 ] 1 1
02 03 04 05 06 07

Potencial / V vs. Ag/AgCI

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos em

solucéo

aquosa de

sonda anibnica

(KsFe(CN)g/K4Fe(CN)g 5 mmol L" e 0,1 mol L™ de KCI, 1 ciclo de potencial, v =50 mV s'l). Em
(—) EG, (------ ) EG/poli(3-HBA) e (------ ) EG/IOGRE/poli(3-HBA).
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Observa-se que, na presenca do EG/poli(3-HBA), ha uma queda da
corrente em relagdo ao perfil da sonda no EG. Isso ocorre devido a estrutura do
poli(3-HBA) apresentar grupos carboxila livres, que no meio neutro trabalhado
estdo desprotonados (carboxilato), que promovem uma repulsdo da sonda
anionica ferro/ferricianeto (FERREIRA et al., 2011). Como foi discutido
anteriormente, o OGRE promove um aumento na quantidade de poli(3-HBA)
sobre o eletrodo, resultando também num aumento da quantidade de grupos
funcionais. Sendo assim a repulsdo € mais pronunciada, promovendo a

diminuicao dos valores de corrente observados na Figura 29.

4.4.2. Analises morfologicas

A Figura 30 mostra as microscopias eletrénicas de varredura do EG,
EG/poli(3-HBA) e do EG/OGRE/poli(3-HBA), enquanto que a Figura 31 mostra

as microscopias de forca atdmica dos mesmos.

1 pm EHT = 23.00 kv Signal A= SE1 Date :29 Mar 2016 1pm EHT =23.00 kV Signal A= SE1 Date 29 Mar 2016
A WD = 7.5mm Mag= 35.00KX Time :14:22:15 — WD = 5.5 mm Mag= 8500KX Time :14:42:50

1 pm EHT =23.00 kV Signal A = SE1 Date :29 Mar 2016
WD = 6.0 mm Mag = 35.00KX Time :15:29:36

Figura 30 — Microscopias eletrbnicas de varredura do EG (A), EG/poli(3-HBA) (B) e
EG/OGRE/poli(3-HBA).
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Figura 31 — Microscopias de for¢a atbmica do EG (A), EG/poli(3-HBA) (B) e EG/OGRE/poli(3-
HBA).

Podemos observar que o EG mostrou uma superficie rugosa tipica, tanto
nas imagens MEV como no AFM (Rg = 29,8 nm). A presenca do filme
polimérico no EG/poli(3-HBA) levou ao aumento de rugosidade (Rq = 39,3 nm),
sendo possivel observar a formacdo de grandes estruturas globulares,
correspondente ao material eletropolimerizado. No entanto, o EG/OGRE/poli(3-
HBA) mostrou uma superficie menos rugosa (Rq = 32,9 nm), provavelmente
devido a uma eletrodeposicdo mais homogénea do polimero. Este resultado
permite dizer que o0 OGRE foi uma matriz mais adequada para a deposi¢cédo do

material polimérico.

4.4.3. Estabilidade do nanocompasito

BN

A Figura 32 apresenta o grafico referente a estabilidade do
nanocomposito, no qual foi avaliada a carga elétrica obtida por meio da
integracdo dos picos de oxidacdo dos voltamogramas ciclicos dos eletrodos
estocados. Podemos notar que em 180 dias o nanocompdsito manteve 78% de
sua eletroatividade, sendo atrativo para a construcdo de dispositivos que

demandam tempo de estocagem.
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Figura 32 — Gréfico relacionando a carga do processo de oxidagdo do nanocompdsito com 0s
dias de estocagem.

4.4.4. Deteccéo de oligonucleotideos imobilizados

A Figura 33 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial para a
imobilizacgdo da sonda poli(GA) sobre o EG, EG/poli(3-HBA) e
EG/OGRE/poli(3-HBA), em solucédo tampao fosfato de sédio (pH = 7,4).

Na faixa de potencial investigada trés picos de oxidacdo foram
identificados: +0,71, +0,95 e +1,24 V, tratando-se dos picos de oxidagdo dos
residuos de 8-oxiguanina, guanina e adenina, respectivamente (OLIVEIRA-
BRETT et al., 2004). A Tabela 4 mostra os valores de corrente de pico de
oxidacdo de cada base nitrogenada nas diferentes plataformas, mostrando que
os valores de corrente para a oxidacdo da 8-oxiguanina e da guanina foram
maiores no EG/OGRE/poli(3-HBA) do que para o EG e EG/poli(3-HBA).
Portanto, a presenca combinada do nanomaterial e poli(3-HBA) forneceu um
suporte mais adequado para a oxidagcdo das bases nitrogenadas que oxidam
em menores potenciais, o que indica uma melhora da imobilizacdo dos
oligonucleotideos. Sendo assim, optou-se por monitorar o pico de oxidacéo da

guanina para a deteccao direta.

45



160

140 +

120

—_

o

o
1

Corrente / pA
(0]
o
1

60

40 1

—— EG/Poli (GA)
- — -EG/poli(3-HBA)/Poli(GA)
- - - - EG/OGRE/poli(3-HBA)/Poli(GA)

204 -

0 ' 1 1 1 I ) 1 )
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3
Potencial / V vs. Ag/AgCI
Figura 33 — Voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos, com a sonda poli(GA)

incorporada, em solucdo de tampéo fosfato (0,1 mol LY, pH=7,4v =20 mV s™, amplitude 50
mV). Em (—) EG, (------ ) EG/poli(3-HBA) e (-+-- ) EG/OGRE/poli(3-HBA).

Tabela 4 — Valores de corrente de pico de oxidacdo das bases nitrogenadas do DNA nas
diferentes plataformas. Em negrito os maiores valores de corrente.

Plataforma/Base Nitrogenada | 8-Oxiguanina | Guanina Adenina

EG 31+24pA [29+1,9pA |31+1,5pA
EG/poli(3-HBA) 23+1,8pA [41+2,6 pA |42 +3,6 pA
EG/OGRE/poli(3-HBA) 64 +3,8PA |50+3,1pA |30+27pA

4.5. Deteccao do alvo complementar
4.5.1. Detecgéo Direta

A Figura 34 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial do
EG/OGRE/poli(3-HBA) em solucdo tampao fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH
7,4), referentes a deteccdo direta do oligonucleotideo especifico para A.
acidoterrestris. Foi observada uma diminui¢do nos valores de corrente do pico
de oxidagdo de aproximadamente 2 vezes ap0s a incubagdo com o alvo, na

BN

regido correspondente a oxidacdo do residuo da base nitrogenada guanina
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(+1,0 V). Esta diminuicdo caracteriza o processo de hibridizacdo dos
oligonucleotideos complementares, uma vez que a formacéo das ligagbes de
hidrogénio da dupla hélice dificulta a oxidagdo dos residuos de bases
nitrogenadas presentes nos oligonucleotideos, resultando em uma diminuicéo
dos valores de corrente. Além disso, a dupla fita de DNA € mais rigida que a
simples fita, fazendo com que a ultima se mantenha mais proxima do eletrodo,
o gue facilita ainda mais sua oxidacao. (SILVA. et al., 2008).

60
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50 4

40 -
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Corrente / pA

20 -

T T T T T T T
0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
Potencial / V vs. Ag/AgClI

Figura 34 — Voltamogramas de pulso diferencial do EG/OGRE/poli(3-HBA) em solugéo tampéo
fosfato de sodio (0,1 mol L pH 7,4, v =20 mV s™, amplitude 50 mV), Em (——) apenas na

presenca da sonda ALIC1 e em (------ ) sonda hibridizada com o alvo ALIC2.
A Figura 35 mostra o grafico de carga obtido através da integracdo do

grafico da Figura 34, no qual também fica evidente a diferenca de carga entre a
sonda e o alvo, demonstrando a detecc¢ao do ultimo.
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Figura 35 — Histogramas mostrando a carga envolvida no processo de oxidac¢édo do residuo da
base nitrogenada guanina, referente aos voltamogramas da Figura 34.

4.5.2. Deteccéo Indireta

A Figura 36 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial do
EG/OGRE/poli(3-HBA) em solucdo tampao fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH
7,4), referentes a deteccdo indireta do oligonucleotideo especifico para A.
acidoterrestris, na presenca do intercalante Hoechst 33258. Foi observado um
aumento nos valores de corrente de pico de 3,6 vezes na regiao
correspondente a oxidacdo do indicador Hoechst 33258, ap6s a incubacédo com
o alvo, em comparagdo com a sonda. Como o indicador utilizado possui
afinidade pela dupla fita de DNA, o mesmo ficou retido no eletrodo em maiores
guantidades mesmo apoés a lavagem, evidenciando a hibridizacdo e detectando
assim a fita complementar. Foi observado um pequeno pico de oxidacdo na
presenca apenas da sonda. Isso pode ser devido ao fato do intercalante ficar
adsorvido na superficie do eletrodo em pequenas quantidades devido a

interagdes fracas com o nanomaterial.
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Figura 36 — Voltamogramas de pulso diferencial do EG/OGRE/poli(3-HBA) em solugéo tampéo
fosfato de sédio na presenca do intercalante Hoechst 33258 (0,1 mol L™ pH 7,4, v =20 mV s™,

amplitude 50 mV). Em (——) apenas na presenca da sonda ALIC1 e em (

hibridizada com o alvo ALIC2.

A Figura 37 mostra o grafico de carga obtido por meio da integracéo do
grafico da Figura 36, no qual também fica evidente a diferenca de carga entre a
sonda e o alvo, comprovando a deteccéo do ultimo.
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Figura 37 — Histogramas mostrando a carga envolvida no processo de oxidacdo do Hoechst

33258, referente aos voltamogramas da Figura 36.

1
Alvo

) sonda

49



A principal vantagem da deteccdo indireta em relacdo a direta € a
possibilidade de detec¢cdo do alvo complementar em potenciais mais catédicos,
evitando a oxidagdo de possiveis interferentes (componentes presentes no
lisado celular ou no suco de laranja). Além disso, a diferenca de corrente e de
carga entre a sonda e o alvo foi maior quando usado o intercalante Hoechst
33258, comparado com a deteccéo direta. Dessa forma, para a detecgédo do
DNA gendmico e para a construgdo da curva de calibracdo foi utilizada a

deteccao indireta.

4.6. Deteccao do DNA gendmico presente no lisado celular

4.6.1. Deteccdo em solucédo tampéao

A Figura 38 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial do
EG/OGRE/poli(3-HBA) em solucéo tamp&o fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH
7,4) referentes a deteccgédo indireta do DNA gendmico presente no lisado celular
de A. acidoterrestris e da deteccdo do DNA genémico de E. coli, ha presenca
do intercalante Hoechst 33258. Apds a incubacéo do bioeletrodo com o lisado
celular de A. acidoterrestris, foi observado um aumento no valor de corrente de
pico de 5,5 vezes na regido correspondente a oxidacao do indicador Hoechst
33258, em comparacdo com a sonda. Como o indicador utilizado possui
afinidade pela dupla fita de DNA, o0 mesmo atuou como intercalante da mesma
sobre a superficie do eletrodo, mesmo apds a lavagem, evidenciando a
hibridizacdo e detectando o material genético da bactéria. O bioeletrodo
também foi capaz de discernir espécies diferentes, uma vez que a corrente de
pico de oxidacdo do intercalante na presenca do controle negativo (DNA
gendmico de E. coli) foi em média metade do que com o controle positivo,
evidenciando a seletividade do bioeletrodo. O aumento de corrente mesmo na
presenca do controle negativo pode ser explicado devido a uma possivel
adsorcao de fragmentos de dsDNA a superficie do eletrodo, incorporando o

intercalante e dessa forma apresentando o pico de oxidag¢ao observado.
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Figura 38 — Voltamogramas de pulso diferencial do EG/OGRE/poli(3-HBA) em solugéo tampéo
fosfato de sédio na presenca do intercalante Hoechst 33258 (0,1 mol L™ pH 7,4, v =20 mV s™,

amplitude 50 mV). Em (—) sonda, (------ ) lisado celular de A. acidoterrestris € (----- ) DNA
gendmico de E. coli.

E possivel visualizar que o pico de oxidacdo do Hoechst 33258 se
manteve proeminente e sem grande deslocamento de potencial, sugerindo que
a presenca dos diversos componentes celulares no lisado néo interfere na
deteccdo do DNA gendmico. Este fato é de grande apoio para assegurar uma
maior simplicidade no processo de deteccdo, uma vez que este nao requisitou
uma purificagdo do DNA genbémico da bactéria A. acidoterrestris.

A Figura 39 mostra o grafico de carga elétrica, obtido por meio da
integracdo do grafico da Figura 38, no qual também fica evidente a diferenca
de carga entre a sonda, o alvo e o controle negativo, confirmando a
seletividade do bioeletrodo.
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Figura 39 — Histogramas mostrando a carga envolvida no processo de oxida¢do do Hoechst

33258, referente aos voltamogramas da Figura 38.

4.6.2. Deteccdo em suco de laranja

A Figura 40 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial do
EG/OGRE/poli(3-HBA) em solucdo tampao fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH
7.,4), referentes a deteccdo indireta do DNA gendmico presente no suco de
laranja artificialmente contaminado com o lisado celular de A. acidoterrestris.
Nota-se um pico de oxidac&o do intercalante Hoechst 33258 mais proeminente
na presenca do lisado celular da bactéria A. acidoterrestris, sendo que ele foi
em média 2,5 vezes maior do que na presenca apenas do suco de laranja
estéril. Dessa forma, o bioeletrodo foi capaz de detectar o DNA genémico da
bactéria presente no suco, ndo sendo observada interferéncia dos
componentes da amostra. Houve, no entanto, um decaimento na corrente em
comparacao a deteccao apenas do lisado presente em solucdo tampéao. Isto
provavelmente se deve ao fato do lisado celular ter sido diluido no suco de

laranja, diminuindo a concentracdo do DNA gen6mico presente na amostra.
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Figura 40 — Voltamogramas de pulso diferencial do EG/OGRE/poli(3-HBA) em solugéo tampéo
fosfato de sédio na presenca do intercalante Hoechst 33258 (0,1 mol L™ pH 7,4, v =20 mV s™,

amplitude 50 mV). Em (——) suco de laranja contaminado com o lisado celular e (------ ) suco
de laranja estéril.

A Figura 41 apresenta o grafico de carga obtido por meio da integracao
do grafico da Figura 40, no qual fica evidente a diferenca de carga entre a

presenca do DNA gendmico e sua auséncia, comprovando sua deteccdo em
amostra real.

Carga/ pC
T
1

0 1 1
Lisado + Suco Suco

Figura 41 — Histogramas mostrando a carga envolvida no processo de oxidacdo do Hoechst

33258, referente aos voltamogramas da Figura 40.
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4.7. Curva de calibracéo

A Figura 42 apresenta o0s voltamogramas de pulso diferencial do
EG/OGRE/poli(3-HBA) em solucdo tampdo fosfato (0,1 mol L™, pH 7,4),
referentes a deteccéo indireta do DNA gendmico presente no lisado celular de

A. acidoterrestris em diferentes diluicfes.
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Figura 42 — Voltamogramas de pulso diferencial do EG/OGRE/poli(3-HBA) em solugéo tampéo
fosfato de sédio na presenca do intercalante Hoechst 33258 (0,1 mol L™, pH 7,4, v =20 mV s™,

amplitude 50 mV), na presenca de diferentes diluicbes do lisado celular.

Através de analises de espectroscopia do DNA gendmico presente no
lisado celular, realizados no espectrofotbmetro BioDrop, foi obtida uma
concentracdo de DNA de 120 pg mL™ na solucdo sem diluicdo, o que
possibilitou a obtencdo de uma curva de calibracdo do bioeletrodo na qual a
corrente do pico de oxidacao do indicador Hoechst 33258 esta correlacionada
com o logaritmo da concentracdo do DNA gendmico presente nas diluicdes do
lisado celular de A. acidoterrestris, apresentado na Figura 43, sendo que as
concentracbes foram obtidas a partir da divisdo da concentragdo da solucao

mae pelas sucessivas dilui¢des.
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Figura 43 — Curva de calibracdo do bioeletrodo, correlacionando a corrente de pico de
oxidacdo do Hoechst 33258 com o logaritmo da concentracdo do DNA gendmico de A.

acidoterrestris presente no lisado celular.

Pode-se observar que houve uma diminuicdo da corrente de pico de
oxidacdo com as subsequentes diluicdes da amostra do lisado celular de A.
acidoterrestris, mostrando que o bioeletrodo responde as variagcdes de
concentracdo, com um coeficiente r = 0,993 e equacdo da reta ip (MA) =
4,55149 pA/pg.mL™? x log[gDNA] pg.mL™ + 13,84065 pA , sendo os limites de
deteccdo e quantificacdo 174,38 ng.mL™ e 581,29 ng.mL™, respectivamente.
Segue os valores e calculos:

Desvio Padrao do Branco (o) = 0,264575 pA

Coeficiente angular da reta (S) = 4,55129 pA/pg.mL™

LD = (3*0)/S = (3*0,264575 pA)/4,55149 pAlpg.mL™* = 0,17438 ug.mL™
LQ = (10*0)/S = (10*0,264575 pA)/4,55149 pA/pg.mL™ = 0,58129 pg.mL™

4.8. Estabilidade do bioeletrodo

A Figura 44 apresenta o grafico referente a estabilidade do bioeletrodo.
Podemos notar que em 42 dias o bioeletrodo manteve 80% de sua
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eletroatividade, sendo que nos primeiros 21 dias a carga manteve-se
praticamente constante, decaindo nos dias subsequentes. Contudo,
considerando o tempo total (42 dias) e as condi¢cdes de armazenamento (8°C,
a seco, ar atmosférico), bem como a utilizacdo de biomoléculas tais como o
DNA e a BSA, sendo a Ultima passivel de desnaturacdo, o biossensor
apresentou uma boa resposta. Ao final do quadragésimo-segundo dia, o
biossensor ainda foi capaz de reconhecer o alvo em amostras do lisado celular,
sugerindo que pode ser adequado para utilizacdo apdés um periodo de

armazenamento.
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Figura 44 - Gréfico relacionando a carga do processo de oxidacao do Hoechst 33258 com os

dias de estocagem do bioeletrodo.
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5. Conclusoes

A sintese do OG ocorreu como esperado, e a reducdo eletroquimica foi
efetiva na remocao parcial dos grupos funcionais do nanomaterial, resultando
no OGRE. Ficou evidente nas medidas eletroquimicas que o EG/OGRE/poli(3-
HBA) apresentou um aumento de resposta de corrente, concluindo-se que o
nanomaterial promoveu uma maior formacdo de filme polimérico quando
comparado com o EG sem modificacdo. Essa maior formacéo de polimero na
superficie do eletrodo contribuiu na melhora da imobilizacdo de
oligonucleotideos.

A sonda ALIC1 foi imobilizada com sucesso na superficie do eletrodo, e
0 alvo ALIC2 foi detectado de forma direta e indireta, sendo esta ultima mais
eficaz. Dessa maneira, o intercalante Hoechst 33258 foi utilizado com éxito
para deteccdo do DNA gendmico da bactéria A. acidoterrestris em um lisado
celular, sendo que a deteccao néo foi influenciada pelos componentes do meio.
Com esse sistema foi construida uma curva de calibracdo, com limites de
deteccdo e quantificacdo na casa de nanogramas por mililitro. Além disso, foi
verificado que as andlises do genossensor ndo sofreram interferéncia na
presenca do suco de laranja, a amostra real na qual a bactéria esta presente,
estando apto para uso durante a cadeia produtora do suco. Visto a auséncia da
descricdo de outros bioeletrodos para deteccdo eletroquimica do DNA
gendmico de A. acidoterrestris na literatura cientifica, o presente bioeletrodo
apresenta-se como a primeira plataforma adequada para atuar como
biossensor eletroquimico para deteccao de A. acidoterrestris

O desenvolvimento desta plataforma baseada em o6xido de grafeno
reduzido eletroquimicamente e poli(acido 3-hidroxibenzéico) é uma contribuicédo
valiosa para os trabalhos ja desenvolvidos com filmes poliméricos pelo nosso
grupo de pesquisa, podendo ter outras aplicagbes para deteccdo de outros
analitos. O estudo de novos nanomateriais e plataformas sensiveis é
imprescindivel no desenvolvimento de novos biossensores, uma vez que as
analises sao realizadas com quantidades muito reduzidas de amostras
biolégicas, ampliando ainda mais as possibilidades de aplicagdo desses

dispositivos que vém revolucionando a biotecnologia.
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