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RESUMO

A lectina ConBr, extraida de sementes da espécie Canavalia brasiliensis, € uma proteina capaz
de ligar-se de forma especifica e reversivel aos carboidratos glicose e manose. A imobilizagédo
dessa lectina em eletrodo modificado pode ser uma estratégia interessante para 0
desenvolvimento de biossensores com alta seletividade para esses carboidratos. Explorando
esta capacidade da lectina, o objetivo principal deste trabalho é desenvolver e avaliar um
biossensor impedimétrico para deteccdo de glicose e manose baseado na lectina ConBr
imobilizada na monocamada automontada (SAM, do inglés Self-Assembled Monolayers) do
composto 4,4'- dimercaptobifenil (HS2BP) sobre eletrodo de ouro. O biossensor foi preparado
a partir da imersédo por 1 h de um eletrodo de ouro limpo em uma solucao de HS2BP 10 mmol
L-! em acetona para formagéo do eletrodo Au/HS2BP. Em seguida, o eletrodo Au/HS2BP foi
imerso em solugdo de ConBr 10 nmol Lt em tamp&o Tris-HCI por 1 h, formando o biossensor
Au/HS2BP/ConBr. As técnicas de impedancia eletroquimica e voltametria ciclica, utilizando o
par redox [Fe(CN)e]*™ (1,0 mmol L™) como espécies de prova, foram utilizadas para
caracterizar o biossensor e para os estudos de deteccdo dos carboidratos em solucdo. Por
voltametria de varredura linear, determinou-se a quantidade de moléculas adsorvidas (I') de
HS2BP como 3,03 x1072° mol cm? consistente com uma monocamada. Determinou-se também
o valor de pKa de superficie da espécie HS2BP como 6,08. Os valores de resisténcia a
transferéncia de carga (Rct) entre o eletrodo Au/HS2BP/ConBr e as espécies de provas
calculados por meio da técnica de Impedéancia Eletroquimica, apresentaram uma relacéo linear
com a concentracio (de 25 a 125 nmol L) de manose ou glicose no meio. O limite de detecgdo
do biossensor foi calculado como 0,73 e 0,07 nmol L para glicose e manose, respectivamente.
Além disso, o0 biossensor quando armazenado em condi¢fes adequadas (4 °C em tampao Tris-

HCI) apresentou boa estabilidade e reprodutibilidade por mais de trés semanas.

Palavras-chave: Lectina ConBr. Biossensor. Impedéancia eletroquimica. Manose. Glicose.



ABSTRACT

The ConBr lectin, extracted from seeds of the Canavalia brasiliensis beans, is a protein capable
of specifically and reversibly binding to the glucose and mannose carbohydrates. The
immobilization of such lectin on a modified electrode can be an interesting strategy for the
development of biosensors with high selectivity for these sugars. Therefore, the objective of
this work is to develop and to evaluate an impedimetric biosensor for glucose and mannose
detection, which is based on the immobilization of ConBr on self-assembled monolayers
(SAM) of the compound 4,4'-biphenyldithiol (HS2BP) on gold electrode. The biosensor was
prepared from the immersion of a previously cleaned gold electrode with a known
electrochemically active area in a solution containing 10 mmol Lt HS2BP in acetone for 1 h
for SAM Au/HS2BP formation. Then, the Au/HS2BP electrode was immersed in 10 nmol L
ConBr solution in tris-HCI buffer for 1 h, thus the Au/HS2BP/ConBr biosensor was obtained.
Electrochemical Impedance and Cyclic Voltammetry using the redox [Fe(CN)s]*7* (1.0 mmol
L1) as probe molecules were used to characterize the biosensor fabrication and detection of
carbohydrates in solution. By Linear Scan Voltammetry it was determined the amount of
adsorbed (I") HS2BP molecules on surface as 3.03x107° mol cm which is consistent with a
monolayer. The surface pKa value of the HS2BP species was also determined by voltammetry
as 6.0. The charge-transfer resistance (Rct) values between the Au/HS2BP/ConBr electrode
and the probe molecules, calculated from electrochemical impedance results, showed a linear
relationship with the concentration (from 25 to 125 nmol L) of mannose or glucose in the
medium. Thus, the detection limit of the biosensor was calculated as 0.73 and 0.07 nmol L
for glucose and mannose, respectively. In addition, the biosensor when stored under suitable
conditions (4°C in Tris-HCI buffer) showed good stability and reproducibility for more than

three weeks.

Keywords: Lectin ConBr. Biosensor. Electrochemical impedance. Mannose. Glucose.
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1 INTRODUCAO

Moléculas presentes nas células dos seres vivos (biomoléculas) tém sido estudadas
visando diversas aplicacGes cientificas e tecnologicas. Lectinas, por exemplo, sdo uma classe
de biomoléculas bastante estudadas devido a capacidade de ligar-se de forma seletiva a

carboidratos, permitindo dessa forma, o desenvolvimento de biossensores.

1.1 Lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune encontradas em todos
0S seres vivos. Estas proteinas possuem pouca atividade enzimatica e tém como principal
caracteristica a capacidade de ligar-se de forma especifica e reversivel a carboidratos (Equacéo
1) (CAGLIARI; KREMER; PINTO, 2018; DA SILVA et al., 2019; COSTA et al., 2018).

K

ass

[lectina] + [carboidrato]

[lectina/carboidrato] )

Ensaios realizados no fim do século XIX utilizando ricina, lectina presente em
sementes de Ricinus communis, demonstraram sua capacidade de promover aglutinacdo de
eritrécitos de coelho (SHARON; LIS, 2004). Em 1936, Summer e Howell demonstraram que a
aglutinacdo de eritrécitos promovida pela lectina Concanavalia A (ConA), presentes em
sementes de Canavalia ensiformis, era inibida pela presenca de sacarose. Essa inibicao foi
atribuida a ligacdo entre acucar e lectina. Dessa forma, demonstrou-se que as lectinas se ligam
a carboidratos presentes nas membranas dos eritrocitos causando aglutinagdo (SHARON; LIS,
2004).

Cada mondmero de uma lectina possui um sitio denominado dominio de
reconhecimento de carboidrato (DRC) que permite a sua interacdo com acgucares (LUDWIG et
al., 2019; MITCHELL; RAMESSAR; O’KEEFE, 2017). Os DRC das lectinas sdo geralmente
monovalentes e atuam como locais de ligacdo de substratos e podem ser combinados com
enzimas ativas de carboidratos (BONNARDEL et al., 2019). Os DRCs apresentam estrutura de
dupla hélice-p que ¢ um arranjo muito estavel de repeticdes com multiplos locais de ligagao
organizados simetricamente. Essa estrutura € perfeitamente adequada para promover a ligacdo
de carboidratos, como em glicoconjugados presentes em superficies celulares. (BONNARDEL
etal., 2019).
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A interacdo lectina/carboidrato ocorre entre os residuos de aminoécidos da lectina
e as hidroxilas dos carboidratos, possibilitando que a lectina se ligue a um carboidrato soltvel
ou a uma porcdo de carboidrato de uma glicoproteina ou glicolipidio. Isso faz das lectinas
ferramentas extremamente Uteis para a investigacao de carboidratos em superficies celulares,
em particular aqueles que sofrem alteragdes em células tumorais malignas (BUYEL, 2018),
bem como para o isolamento e caracterizacdo de glicoproteinas.

Essa classe de proteina funcionam como moléculas de reconhecimento nas
interacdes célula-molécula e célula-célula em uma variedade de sistemas biologicos
(SHARON; LIS, 2004). E esta envolvida em diversos processos bioldgicos, como: interacoes
entre microrganismos e células hospedeiras, adesdo de microrganismos na superficie de células,
remocao de glicoproteinas do sistema circulatorio e recrutamento de leucécitos em sitios de
inflamacdo (AMBROSI et al., 2005; BONNARDEL et al., 2019; RABINOVICH et al., 2007;
SHARON; LIS, 2004). Em geral, a atividade bioldgica das lectinas resulta de sua capacidade
de se ligar a residuos de carboidratos presentes no glicocalice de células ou microrganismos

(Figura 1).
Figura 1 — llustragdo representativa da interacdo lectina/carboidrato em células
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Fonte: Adaptado da referéncia. (SHARON; LIS, 2004). Copyright © 2019, Oxford University Press.

Lectinas de leguminosas tém sido usadas como sistemas modelo para estudos
visando o entendimento de como proteinas reconhecem carboidratos. Esta classe de lectinas é
obtida de forma relativamente facil e, além disso, muitas estruturas cristalinas ja sdo descritas
na literatura trazendo uma viséo detalhada das interagcbes que ocorrem entre carboidratos e a
proteina (NASCIMENTO et al., 2018). Essa capacidade de interacdo especifica ¢ também o
ponto chave de pesquisas cientificas envolvendo lectinas (BATISTA et al., 2017, 2018; BIES;
LEHR; WOODLEY, 2004; FAHEINA-MARTINS et al., 2012; GHAZARIAN; IDONI;



21

OPPENHEIMER, 2011; GONDIM et al., 2017; SANZ-APARICIO et al., 1997; SILVA et al.,
2016).

Pode-se classificar as lectinas de leguminosas em quatro grupos (Figura 2) de
acordo com sua estrutura: 1 — Merolectinas apresentam apenas um DRC, sdo monovalentes e
sdo incapazes de precipitar glicoconjugados e de aglutinar células; 2 — Hololectinas possuem
dois ou mais dominios idénticos, apresentam capacidade de aglutinar células ou de precipitar
conjugados; 3 — Quimerolectinas resultam da fusdo de proteinas, possuem mais de um DRC
ndo relacionados que agem de forma independente e 4 — Superlectinas contém dois ou mais
DRCs distintos (LIU; BIAN; BAO, 2010; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME
etal., 1998).

Figura 2 — Representacdo ilustrativa da merolectina, hololectina, quimerolectina e

superlectina
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A
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Fonte: Adaptada a referéncia (VAN DAMME et al., 1998). Copyright© 1998, CRC Press LLC.

Diversas lectinas vegetais embora apresentem alta similaridade entre si, apresentam
perfis bioldgicos notavelmente distintos (GONDIM et al., 2017; OSTERNE et al., 2017), com
uma extensa série de atividades biologicas como propriedades anti-inflamatorias
(NASCIMENTO et al., 2018), antidepressivas (DA SILVA PINTO et al., 2019), contraceptivas
(HOLANDA et al., 2009) e vasodilatadoras (ASSREUY et al., 2009).

Lectinas extraidas a partir de sementes de plantas séo as mais estudadas devido
principalmente a sua facilidade de extracdo e ao alto teor dessas proteinas nas sementes.
Atualmente, uma grande variedade de lectinas extraidas de sementes sdo conhecidas, por
exemplo (GONDIM et al., 2017; MIGUEL et al., 2015): DLasiL (Dioclea lasiocarpa), DMeg,
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(Dioclea megacarpa), DGra (Dioclea grandiflora), DRos (Dioclea rostrata), DSclerL (Dioclea
sclerocarpa), ConA (Canavalia ensiformis), Cbol (Canavalia boliviana) e ConBr (Canavalia

brasiliensis), dentre varias outras.

1.2 A lectina ConBr

A lectina ConBr (Figura 3) € extraida das sementes de Canavalia brasiliensis
também conhecida como feijdo bravo do Ceara, é encontrado em regides semiaridas do Brasil.
A ConBr pertence da classe das hololectinas possuindo afinidade aos carboidratos manose e
glicose (MOREIRA; CAVADA, 1984). A estrutura dessa lectina é constituida geralmente por
quatro mondmeros contendo os fons calcio (Ca®*) e manganés (Mn?") que possuem a
capacidade de fazer ligacdo monovalente ao carboidrato. Entretanto, em pH fisioldgico, a
ConBr encontra-se como uma mistura de dimeros e tetrameros (FAHEINA-MARTINS et al.,
2012). A interacdo desta lectina com manose ou glicose foi evidenciada experimentalmente
(BATISTA et al., 2018) a partir da inibicdo da atividade hemaglutinante da ConBr causada pela
presenca de poucas miligramas de manose ou glicose no meio, enguanto que essa inibicdo nao

ocorria com a presenca de outros agucares (Tabela 1).

Figura 3 — (A) Sementes da espécie Canavalia brasiliensis e (B) representacdo da estrutura
cristalina da lectina ConBr. Protein Data Bank - PDB (c6digo 3JU9)

(B)

Fonte: Adaptada a referéncia (MIGUEL et al., 2015). Copyright © 2015 Elsevier GmbH.



23

Tabela 1 — Valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) de alguns monossacarideos e
dissacarideos para a atividade hemaglutinante da ConBr

Carboidrato CIM (nmol L)
D-manose 25
D-glicose 50
D-galactose NI
D-ramnose NI
L-fucose NI
N-acetil-D-glucosamina NI
a-lactose NI
B-lactose NI
Sacarose NI

Fonte: Adaptada a referéncia (BATISTA et al., 2018). Copyright©, 1998 Elsevier B. V.

NI - N&o inibitdrio abaixo de 100 mmol L1

Os estudos envolvendo a ConBr (BATISTA et al., 2017) indicam que essa proteina
possui diversas atividades biologicas, por exemplo: atividade imune contra células infectadas
por Salmonella enterica serovar typhimurium, efeitos antiproliferativos em linhagens celulares
de leucemia humana (FAHEINA-MARTINS et al., 2012), atividade anti-helmintica da
Haemonchus contortus (BATISTA et al., 2018), regulacdo da liberacdo de 6xido nitrico
derivada de infeccdo sistémica causada por Salmonella enterica serovar typhimurium (SILVA
et al., 2016), protecdo contra isquemia em ratos (DA SILVA PINTO et al., 2019), efeitos de
neuroprotecao contra a toxicidade do glutamato (RIEGER et al., 2017) e efeito antidepressivo
em camundongos (JACQUES et al., 2013).

Estudos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa indicaram que a ConBr
pode ser imobilizada em superficie de ouro previamente modificado com gliotoxina (gtx), uma
dicetopiperazina sulfurada isolada de fungos maritimos, formando um sensor eletroquimico
capaz de detectar manose em solucdo (ABREU et al., 2017). Isso demonstra que a lectina

imobilizada manteve suas propriedades bioldgicas referentes a interagdo com carboidratos.
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1.3 Biossensores

Sensores sdo dispositivos cuja funcdo € detectar eventos. Um sensor quimico é
aquele usado para detectar a presenca de substancias a partir da interacdo entre uma molécula
de reconhecimento acoplada ao sensor e a espécie a ser detectada. Para que 0 sensor seja
especifico, é necessario acoplar uma molécula que tenha afinidade especifica ao analito. No
geral, a resposta do sensor precisa ser obtida facilmente e proporcional a quantidade de analito
no meio.

O dispositivo cujo elemento de reconhecimento é composto por uma substancia
bioldgica (anticorpo, enzima ou lectina) é definido como biossensor. Usa-se este tipo de sensor
para detectar antigenos, substratos ou carboidratos, entre outros analitos (ABOLHASAN et al.,
2019; CHO; PARK, 2019; HULANICKI; GEAB; INGMAN, 1991; MAJDINASAB;
MITSUBAYASHI; MARTY, 2019; PUNDIR; NARWAL; BATRA, 2016). Um biossensor
pode ser usado de forma qualitativa para detectar somente a presenca do analito no ambiente
ou de forma quantitativa para detecta-lo e quantifica-lo (SILVA, 2018).

O uso de moléculas bioldgicas em sensores é uma estratégia para deteccdo de
antigenos (HUANG et al., 2019; PUNDIR; MALIK; CHAUDHARY, 2019), microrganismos
(YANG et al., 2016) e biomarcadores (BERTOK et al., 2019). Com essa finalidade,
biossensores sdo Uteis para identificar contaminantes em alimentos e bebidas, identificar e
diagnosticar determinados tipos de doencas (MARKWALTER et al., 2019). Além disso,
utiliza-se biossensores para detectar biomarcadores em pacientes com doencas infeciosas e
cancer (HU et al., 2013; SILVA, 2018; SINGH et al., 2019).

Emprega-se diferentes métodos de transducdo em biossensores. O método
eletroquimico € bastante utilizado devido a relativa simplicidade de obtencdo do sinal. Dentre
as técnicas eletroquimicas, a impedancia eletroguimica é empregada para sensoriamento com
transducéo eletroquimica (RANDVIIR; BANKS, 2013) pois causa menos danos a biomolécula.
Para a formacé&o de um biossensor impedimétrico, faz-se necessario a montagem do dispositivo
associado a biomoléculas imobilizadas em um eletrodo, de forma que suas funcdes bioldgicas
sejam preservadas (NADERI ASRAMI et al., 2018a).

Muitos biossensores sdo construidos a partir da adsor¢do espontanea de moléculas
em eletrodos metélicos para a formagéo de monocamadas automontadas (SAM do inglés self-
assembled monolayers) conforme ilustrado na Figura 4. Isso possibilita, portanto, superficies
com propriedades desejadas. No caso, a SAM precisa interagir de modo a imobilizar a espécie

biologica obtendo-se, assim, um biossensor. A SAM em um biossensor impedimétrico tem a
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finalidade de intermediar a interacdo entre o substrato e a biomolécula, pois uma interagdo
direta pode ocasionar a desnaturacdo e consequente perda das propriedades biologicas (KAUR
etal., 2019; SINGH et al., 2017).

Figura 4 — Representacéo ilustrativa de uma monocamada automontada (self-assembled
monolayers - SAM)

~
Grupo
funcional
SSSS U

Au } Substrato

Fonte: Elaborado pelo Autor.

A modificacdo em geral ocorre pela formagdo de monocamadas em uma variedade
de substratos, mas o sistema mais usado € a automontagem de tidis sobre superficie de ouro,
uma vez que a interagdo covalente Au-S fornece boa estabilidade a SAM
(BANDYOPADHYAY et al., 1998; SHAMSIPUR et al., 2008). Para tornar-se um biossensor
o eletrodo deve ser modificado por compostos sulfurados que contenha um grupo terminal em
sua extremidade que possibilite a interacdo com uma determinada biomolécula.

A formacdo do biossensor pode ser monitorada pela transferéncia de carga entre o
substrato e uma dada espécies eletroativas de prova presente no meio. Ao passo que a superficie
do substrato é parcialmente recoberta, ocorre 0 aumento da resisténcia a transferéncia de carga
(Rct). No funcionamento do biossensor a interagdo biomolécula/analito influencia na
transferéncia de carga. Os resultados podem ser obtidos por algumas técnicas eletroquimicas

como voltametria ciclica e impedancia eletroquimica.

1.4 Impedancia Eletroquimica (IE)

A impedéancia (Z) de um sistema é geralmente determinada por aplicacdo de um
potencial senoidal com perturbacdo de pequena amplitude e a deteccéo da resposta de corrente.
Esta técnica mede a relacdo entre a corrente e o potencial aplicado em um dado dominio de
frequéncia (CIUCCI, 2019; RANDVIIR; BANKS, 2013). Para medic¢do da impedancia, um
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sistema eletroquimico € sujeito a uma pequena tensdo senoidal ou perturbacéo de corrente em
um determinado conjunto de frequéncia e, concomitantemente, respostas a corrente senoidal ou
tensdo sao registrados (CIUCCI, 2019). Em suma, impedancia eletroquimica é uma técnica que
descreve a resposta de um circuito a uma corrente alternada ou tensdo em funcéao da frequéncia
(MAJDINASAB; MITSUBAYASHI; MARTY, 2019). Esta técnica fornece informag6es sobre
a capacitancia de dupla camada, impedancia difusa e resisténcia a transferéncia de carga. Pode-
se correlacionar os dados de impedancia eletroquimica a algumas propriedades fisicas
importantes, incluindo taxas de difusdo, reacdo e caracteristicas microestruturais do sistema
eletroquimico em estudo (MAJDINASAB; MITSUBAYASHI; MARTY, 2019).

O diagrama de Nyquist (Figura 5) € o mais utilizado para representar os fenémenos
eletroquimicos. Apresenta os dados de impedancia por meio da relacdo entre os valores de
impedancia imaginaria (—Zim) em funcéo da real (Zr). Observa-se, geralmente, nesse diagrama
a presenca de um semicirculo (arco capacitivo) na regido de frequéncia mais alta relacionado
ao processo de transferéncia de carga das espécies eletroativas na interface eletrodo/solucéo
(LEMAITRE et al., 1983). Na regido de mais baixas frequéncia, pode ser visualizada uma
distribuicdo linear dos pontos, com um angulo de 45° em funcdo da frequéncia, que esta

relacionada ao processo difusional da espécie eletroativa.

Figura 5 — Representacdo de um diagrama de Nyquist para a resposta de impedancia

eletroquimica de um sistema onde ocorre transferéncia de carga controlada por difusao
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A impedéncia é util para o estudo de semicondutores, baterias, células de
combustivel e biossensores. Sendo utilizada para fins analiticos e aplicada para investigagdo da

corrosdo de metais, monitoramento de células combustiveis e aplicagdes bioldgicas. Sua
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aplicacdo biologica permite a medicéo direta da matéria bioldgica, tanto sélida como dissolvida
em meio tamponado e com menos danos a amostra (MARKWALTER et al., 2019; NADERI
ASRAM I et al., 2018b; ZHAO et al., 1999).

Quando comparada a outras técnicas eletroquimicas, impedancia eletroquimica
apresenta algumas vantagens, pois é aplicada uma faixa muito estreita de potencial causando,
assim, menos danos estruturais nas biomoléculas. Devido a alta sensibilidade do método, é
possivel monitorar as mudancas na superficie do eletrodo em cada etapa de modificacédo e
durante a deteccdo do analito (NADERI ASRAMI et al., 2018b; SIUZDAK et al., 2019).

1.5 Sensores baseados em Lectinas

As lectinas sdo utilizadas como elementos de reconhecimento molecular em
dispositivos devido principalmente a facilidade de obté-las e a sua estabilidade (BERTOK et
al., 2019). Biossensores baseados em lectinas podem ser usados tanto para detectar carboidratos
livre como aqueles presentes em paredes celulares (HUANG et al., 2019), antigeno especifico
da préstata (BERTOK et al., 2019), antigeno carcinoembrionario em soro e em tecidos (WANG
et al., 2018), deteccdo de bactéria em &gua (RENGARAJ et al., 2018), entre outros.

Biossensores baseados em lectinas também sdo importantes para deteccdo de
biomarcadores e identificar enfermidades como o cancer e diabetes. A detecgdo dos
biomarcadores ocorre pela interacdo lectina/carboidrato, em que esses carboidratos estdo
presentes nas membranas celulares do biomarcador. No cancer é detectado a presenca de algum
carboidrato na membrana da célula e na diabetes é detectado a presenca de uma elevada
quantidade de carboidrato no sangue. Com isso o desenvolvimento de biossensores de aguicares
sdo muito importantes.

Atualmente alguns biossensores baseados em enzimas sdo aplicados para a
deteccdo de carboidratos. Um exemplo é o biossensor de glicose que utiliza glicose oxidase.
Neste, a deteccdo da glicose é de forma indireta e ocorre pela presenca de peréxido de
hidrogénio (SABU et al., 2019). Dessa forma, o objetivo deste trabalho é desenvolver um
biossensor impedimétrico baseado na lectina ConBr para a deteccéo direta de glicose e manose

em solucéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho é preparar, caracterizar e avaliar a eficiéncia de um
sensor impedimétrico para a detecgdo dos carboidratos manose e glicose. O biossensor seréd
baseado na imobilizacao da lectina ConBr sobre um eletrodo de ouro previamente modificado

com o composto sulfurados bifenilico 4,4’-dimercaptobifenil (HS2BP).

2.2 Objetivos especificos

e  Extrair, isolar e purificar a ConBr de sementes de feijdo bravo (Canavalia
brasiliensis);

e  Avaliar a fluorescéncia intrinseca da ConBr na auséncia e presenca de manose;

e  Preparar monocamadas automontadas (SAM - self-assembled monolayer) do
composto HS2BP sobre o eletrodo de ouro (Au/HS2BP);

e  Avaliar a interacdo Au/HS2BP e a quantidade de moléculas adsorvidas (I") sobre 0
eletrodo de ouro;

e  Determinar o valor do pKa de superficie da SAM Au/HS2BP;

e Imobilizar a lectina ConBr no eletrodo Au/HS2BP;

e  Caracterizar o eletrodo Au/HS2BP/ConBr (biossensor);

e Avaliar a estabilidade do eletrodo Au/HS2BP/ConBr;

e Avaliar a capacidade do eletrodo Au/HS2BP/ConBr na detec¢do dos carboidratos

manose e glicose por meio da técnica de impedancia eletroquimica;

Avaliar a reprodutibilidade do biossensor.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes

4’4-dimercaptobifenil (HS2BP) (Sigma-aldrich), Acetona (CH3OCHz) (Tedia
Brasil), acido sulfdrico (H2SO4) (Merck), cloreto de calcio (CaCl,) (Synth), Cloreto de
manganés (MnCl>) (Vetec), Cloreto de sodio (NaCl) (Synth), corante comasie R-250 (Thermo),
glicose (Sigma-aldrich), manose (Sigma-aldrich), fluoreto de potassio (KF) (Sigma-aldrich),
glicina (Sigma-aldrich), hexacianoferrato(ll) de potéassio (Ka[Fe(CN)s] (Acros Organics),
hexacianoferrato(l11) de potéssio (Kz[Fe(CN)s] (Acros Organics), hidroxido de sodio (NaOH)
(Synth), perdéxido de hidrogénio (H202) (Synth), Sephadex ® G-50 (resina de cromatografia de
afinidade) (Sigma-aldrich), tris(hidroximetil)aminometano hidrocloridrico (Tris-HCI) pKa 8,08
(Sigma-Aldrich).

3.2 Solucdes

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com agua deionizada (resistividade =
18,2 MQ cm Mili-Q). Solucéo aquosa de 3H2S04:1H20: (v:Vv) (solucéo piranha) foi utilizada
na limpeza das vidrarias (CUIDADO: a solucdo piranha é perigosa, corrosiva e pode explodir
se contido em um vaso fechado e, deve ser manuseada com cuidado). A solucdo tampao Tris-
HCI 0,15 mol L™ a 25 °C foi ajustada com KOH para o pH 7,4. As solugdes de ConBr, glicose
e manose foram preparadas em tamp&o Tris-HCI 0,15 mol L™, pH 7,4 e foram utilizadas nas
medidas eletroquimicas. A concentragdo da solucdo de ConBr (massa molecular de 31,4 kDa)
foi calculada espectroscopicamente considerando uma absortividade molar (g) de
32438,3 L mol™t cm™ (GONDIM et al., 2017) para a banda com maximo de absor¢do em 280

nm.

3.3 Procedimentos Eletroquimicos

Nos procedimentos de caracterizacdo e avaliacdo do sensor foram utilizadas as
técnicas de voltametria ciclica (VC) e impedancia eletroquimica por meio de um potenciostato
AUTOLAB PGSTAT 302N (Figura 6). Essas medidas foram realizadas em uma célula
eletroquimica convencional de vidro com entrada para trés eletrodos (Figura 7). Um eletrodo

de platina, um eletrodo de AgQ/AgCI/CI- (KClss) e um eletrodo policristalino de ouro
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(Bioanalytical System Inc. BAS, Ageom = 0,0314 cm?) foram usados como eletrodos auxiliar, de
referéncia e de trabalho, respectivamente. Todos os potenciais citados neste trabalho referem-
se ao eletrodo de referéncia supracitado que foram omitidos ou abreviado como Ag/AgCI/Cl~
(KClsat) nas Figuras para simplificar o titulo dos eixos.

Todas as solucBes utilizadas como eletrdlito de suporte foram desaeradas,
previamente utilizando argdnio (White Martins) de alta pureza, durante 10 minutos. A
atmosfera de Argonio foi mantida sobre as solucBes durante as aquisi¢cfes dos dados

eletroquimicos.

Figura 6 — Potenciostato AUTOLAB PGSTAT 302N

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 7 — Célula eletroquimica para 3 eletrodos

1- Eletrodo de referéncia;
| 2- Eletrodo de trabalho;
3- Eletrodo auxiliar.

Fonte: Elaborado pelo Autor.

As etapas de preparacdo do sensor foram monitoradas por impedancia
eletroquimica e VC utilizando os fons complexos [Fe(CN)s]> e [Fe(CN)s]* (ambos
0,5 mmol L™t em KF 0,5 mol L) como espécies de prova, pois essas espécies tem um potencial
de meia-onda de Ei» = 0,22 V (CHAILAPAKUL; CROOKS, 1995). Nas medidas de
impedancia eletroquimica, elétrons séo transferidos entre eletrodo e as espécies de provas,
através desse processo pode se avaliar a velocidade de transferéncia de carga e 0 processo
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difusional de transporte de massa das espécies de prova até o eletrodo em funcao da modificacdo
do eletrodo.

Todas as medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas em triplicata
utilizando uma variacgéo decrescente de frequéncia de 100 kHz a 100 mHz com uma perturbacéo

de amplitude de 10 mV em relagédo ao potencial aplicado de 0,22 V.

3.4 Extracdo e purificacdo da lectina ConBr

As sementes da Canavalia brasiliensis foram coletadas no municipio de Acarape,
no estado do Ceard. Para a extracdo da lectina ConBr, as sementes foram moidas em um
liquidificador industrial e a farinha obtida foi suspensa em NaCl 0,15 mol L~! em tampéo Tris-
HCI 0,10 mol L pH 7,4 e agitada utilizando um Shaker orbital a 20 °C durante 4 h para
extragdo das proteinas sollveis. Em seguida, a solucdo foi centrifugada por 20 minutos a
16000 G a 4 °C (MOREIRA; CAVADA, 1984). O sobrenadante foi filtrado e adicionado a
coluna Sephadex® G-50 para iniciar a cromatografia de afinidade (JACQUES et al., 2013).

Inicialmente a coluna foi equilibrada usando uma solucdo contendo NaCl
0,15 mol L%, CaCl, 5,0 mmol L™! e MnCl, 5,0 mmol L para ativar as lectinas e repor seus
minerais Ca?" e Mn?*. Em seguida, foi adicionado a coluna uma solucio tamp&o Tris-HCI 0,10
mol L contendo NaCl 0,15 mol L e CaCl. 5,0 mmol L para eluir a fracéo de proteinas ndo
ligadas a fase estaciondria (proteinas diferentes da ConBr) (RIEGER et al., 2017). Nesta etapa
as aliquotas cromatograficas foram coletadas e monitoradas por espectroscopia eletronicas nas
regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis) até a banda com méximo em 280 nm atingir
absorvancia inferior a 0,05 indicando, dessa forma, que ndo ha mais proteinas diferentes da
ConBr (MOREIRA;CAVADA, 1984).

Em seguida, para alterar o valor do pH na coluna, adicionou-se uma solucgédo de
glicina 0,1 mol L™ (pH 2,4) para eluir as moléculas da proteina ConBr anteriormente ligadas a
fase estacionaria. As fracdes foram monitoradas por espectroscopia nas regides do UV-Vis em
funcdo do aumento da absorbancia em 280 nm até atingir o valor de 0,05. Ao atingir esse valor
iniciou-se a coleta de amostras da lectina ConBr. Depois de extraidas, as amostras de ConBr
foram dialisadas por dez vezes em agua destilada e duas vezes em agua deionizada, sendo que
o0 tempo de cada dialise foi de 1 h. E posteriormente, as amostras foram liofilizadas e
armazenadas em um recipiente fechado sem umidade e temperatura de 25 °C (WANG, 2000).

A caracterizacdo da proteina foi realizada por meio de eletroforese em gel de

poliacrilamida contendo SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate - Polyacrylamide Gel
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Electrophoresis) (CREIGHTON, 1984). Utilizou-se um sistema Mini-Protean Il mini-gel (Bio-
Rad) com poténcia de até 5 W, voltagem aproximada de 150 V e amperagem constante de
40 mA. As amostras foram depositadas no gel de poliacrilamida formado por um gel de
concentracdo e um gel de separacdo. Depois o gel de poliacrilamida foi imerso em solucdo
aquosa de fixacdo contendo isopropanol 25% e &cido acético 10% (v/v) durante 2 h. Apds a
fixagdo das proteinas, adicionou-se o corante comassie R-250. Em seguida, o gel foi descorado

com uma solucéo aquosa de &cido acético 5% e metanol 10%.

3.5 Estudo de fluorescéncia da ConBr

Estudos envolvendo a lectina DLasiL extraidas de sementes de Dioclea lasiocarpa
indicam a presenca de fluorescéncia intrinseca e que esta € inibida por supressores como:
acrilamida, cloreto de césio ou iodeto de potassio (GONDIM et al., 2017). A fluorescéncia
dessa lectina decorre da presenca de residuos de triptofanos em sua estrutura. Como na estrutura
da ConBr também hé residuos de triptofano, espera-se que esta lectina também apresente
fluorescéncia e que a interacdo com manose ou glicose afete a fluorescéncia da ConBr. Dessa
forma, realizaram-se ensaios de espectroscopia de fluorescéncia para observar se esta lectina
de fato apresenta fluorescéncia e se esta é afetada pela interagdo com o carboidrato manose.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando um fluorimetro Photon
Technology International, Inc. (Figura 8). Na fluorescéncia ha um processo de transicdo nédo
radioativa entre dois estados eletrénicos, em que um elétron é excitado do estado fundamental
para o estado excitado, este processo € seguido por uma relaxacdo vibracional do elétron para
o nivel vibracional mais baixo do estado eletronico.

Uma radia¢@o excitante com comprimento de onda (lexc) de 280 nm foi utilizada
para irradiar as amostras em uma cubeta de quartzo. Os espectros de emissao foram registrados
na faixa de 290 a 420 nm.

Inicialmente, coletou-se espectros para a solucdo de ConBr 0,24 umol Le, em
seguida, adicionaram-se aliquotas de manose visando avaliar o comportamento da fluorescéncia
intrinseca da ConBr em funcgdo da concentragdo de agucar no meio. As aquisi¢des foram, entéo,
obtidas para as concentragdes finais de 0,16, 0,32, 0,48, 0,64, 0,80 e 0,96 pmol L™ nas
temperaturas de 25, 35, 45 e 55°C.

A partir dos resultados de fluorescéncia calculou-se a constante de associagao (Kass)

da manose a ConBr.
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Figura 8 - Fluorimetro Photon Technology International, Inc.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Preparacéo do biossensor

O biossensor foi preparado conforme etapas descritas a seguir:
a) Limpeza do eletrodo de ouro

A limpeza consiste em trés etapas: (i) Limpeza quimica — o eletrodo de ouro foi
imerso em solugdo piranha por 2 min depois foi lavado com &gua. (ii) Limpeza mecénica —
posteriormente o eletrodo foi polido com movimentos em forma de oito em uma almofada
especifica com pasta de 6xido de aluminio com o didmetro de 0,05 um. Em seguida, o eletrodo
foi imerso em agua deionizada e levado a banho ultrassénico por 5 minutos para a remocdo de
eventuais particulas de 6xido de aluminio adsorvidas no eletrodo. (iii) Limpeza eletroquimica
— O eletrodo passou pela aplicacdo de 50 ciclos de variacdo de potencial de —0,20 a-1,60 V a
0,5V s na presenca de KOH 0,5 mol L. Esse procedimento foi repetido até a obtencio de
um voltamograma com processos bem caracteristicos na regido de formagao dos 6xidos de ouro.

b) Determinacédo da area eletroquimicamente ativa do eletrodo

O eletrodo de ouro limpo foi submerso em uma solugdo H2SO4 0,5 mol Lt e
submetido a varredura ciclica de +0,2 a +1,60 V a 0,5 V s%. A érea eletroquimicamente ativa
do eletrodo (Aativa) foi calculada a partir da area do processo de formacgédo de 6xido (BURKE;
NUGENT, 1997).

c) Modificacdo do eletrodo de ouro com o composto bifenilico e imobiliza¢do da

ConBr

Apos a limpeza o eletrodo de ouro foi modificado seguindo procedimentos da

literatura (ABREU et al., 2018; BOLLELLA et al., 2017). O eletrodo foi imerso por 1 h em

solucdo HS2BP 10 mmol em acetona a 21 °C. Apos esse periodo o eletrodo foi submetido a
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aquisicdo de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica para a caracterizagao da formacao
do filme molecular sobre o eletrodo de Au.
d) Imobilizacdo da lectina ConBr

Para a imobilizacdo da ConBr, o eletrodo previamente modificado com composto
bifenilico foi imerso por 1 h em solugdo tampéo Tris-HCI 0,10 mol L (pH 7,4) contendo
ConBr 10 nmol L™, sendo que a baixa concentragdo da ConBr foi necessaria para que 0s
resultados das aquisi¢des do biossensor ndo fossem excedidas. Apds a imobilizacao o eletrodo
foi lavado com o tampdo Tris-HCI e, em seguida, foram realizados os ensaios de estabilidade e

reprodutibilidade do biossensor, também a detecgdo de carboidratos.

3.6.1 Dessorcao redutiva

Os estudos de dessor¢ao da SAM do composto HS2BP sobre ouro foram realizados
em solucéo alcalina por meio da técnica de voltametria de varredura linear (LSV do inglés -
Linear Sweep Voltammetry). Uma varredura linear de potencial de -0,5a-1,4V a 0,05V s!
foi realizada no eletrodo Au/HS2BP em solugdo KOH 0,5 mol L. A partir da carga (Q) do
processo de reducdo a quantidade de moléculas adsorvidas foi determinada usando a Equacéo
I'=Q/nFA (WALCZAK etal., 1991), onde n é o niumero de elétrons envolvidos, F é a constante

de Faraday e A € a area eletroativa do eletrodo.

3.6.2 Estudo de pKa de superficie

Para a determinacdo do pKa de superficie da SAM Au/HS2BP, este eletrodo
modificado foi submetido a aquisicdes de voltametria ciclica de —0,2 a 0,6 a 0,015 V s na
presenca de [Fe(CN)s]*>~ 0,5 mmol L™ em solugio KF 0,5 mol L™t em diferentes valores de pH
(ZHAO et al., 1999). O valor de pH das solucdes foi ajustado usando HCI ou KOH.

3.7 Detecc¢ao dos acUcares

Nesta etapa o eletrodo Au/HS2BP/ConBr foi usado em medidas de impedéancia
eletroquimica para a deteccdo de glicose e manose.
Ao imobilizar a ConBr sobre o eletrodo de ouro forma-se o biossensor, que em sua

extremidade apresenta ConBr com a propriedade de ligar-se especificamente a glicose e/ou



35

manose. Partindo dessa propriedade, o biossensor pode ser utilizado em ensaios para deteccéo
direta de glicose e manose cujos ensaios sao descritos a segulir.

Para a deteccdo de carboidratos o eletrodo Au/HS2BP/ConBr foi imerso em 2 mL
de solucdo eletrolitica KF 0,5 mol L contendo [Fe(CN)s]*’* 1,0 mmol L em solugio
eletrolitica de KF 0,5 mol L1, em seguida foi realizado VC e IE para obter o voltamograma e
a resisténcia a transferéncia de carga (Rct do inglés — “Charge-transfer resistance”) do
biossensor. Para a detec¢do de carboidrato, na mesma célula foram adicionadas aliquotas de
5 uL de solucéo de carboidrato e apds cada adi¢do foram realizados VC e IE. As concentracdes

de carboidrato obtidas apés a adi¢do foram de 25, 50, 75, 100 e 125 nmol L1,

3.7.1 Estabilidade e reprodutibilidade do biossensor

Apbs a formacdo do biossensor, este foi lavado com dgua deionizada e impedéancia
eletroquimica foi realizada nas condic¢des ja mencionadas. Em seguida o biossensor foi imerso
em tampéo Tris-HCI pH 7,4, em recipiente fechado e armazenado a 4 °C. A aquisicdo foi
repetida apds o periodo de armazenamento de uma, duas e trés semanas.

Para o teste de reprodutibilidade, realizou-se uma série de cinco aquisi¢des (n = 5),
sendo que as aquisicdes foram realizadas em diferentes células eletroquimicas com solucédo
eletrolitica KF 0,5 mol L™* contendo [Fe(CN)s]*" 1,0 mmol L e glicose 25 nmol L™ cada. O

mesmo procedimento foi realizado com a concentragéo de 125 nmol L de glicose.
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4. RESULTADOS
4.1 Isolamento e purificacdo da lectina ConBr

A identificacdo da ConBr, extraida de sementes da espécie Canavalia brasiliensis,
foi realizada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulphate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (CREIGHTON, 1984). Esta € uma
técnica habitualmente aplicada na bioguimica e na biologia molecular para separar e identificar
proteinas presentes em uma amostra a partir da sua massa molecular. A separac¢do ocorre através
da migracdo das proteinas pelos poros do gel sob influéncia de um campo elétrico. Essa
migracdo é afetada principalmente pela forma e tamanho das macromoléculas e os resultados
sd0 expressos como bandas destacadas em um gel polimérico. Cada banda representa uma
proteina ou uma subunidade em migracao sob desnaturac&o.

A Figura 9 apresenta os resultados de SDS-PAGE para diferentes etapas de purificacdo

da ConBr usando cromatografia em coluna Sephadex® G-50.

Figura 9 — Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida para diferentes etapas da
purificacdo da lectina ConBr extraida de sementes de Canavalia brasiliensis

kDa 1 2 3 4 5

-
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Na Figura 9, pode-se observar 5 pocos; o primeiro po¢o corresponde ao padrao
enquanto os demais pocos sdo referentes a fracGes resultantes do processo de purificagdo. No
controle (pogo 1) onde s&o utilizadas proteinas de diferentes massas moleculares, encontram-
se bandas com valores de massa molecular (kDa) usados como referéncia. Os pogos 2 e 3

correspondem ao extrato bruto das sementes de Canavalia brasiliensis, estas correspondem a
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primeira e Ultima fracéo, respectivamente, que contém o material ndo ligado a fase estacionéria,
ou seja, todas as proteinas presentes no extrato exceto a ConBr. Por esta razdo observa-se uma
grande quantidade de bandas oriundas das varias macromoléculas presentes no extrato bruto.
Os pocos 4 e 5, correspondem as fracGes do inicio e o final, respectivamente, da coleta do
material que estava ligada a fase estacionaria. Observa-se no po¢o 4 que ainda ha impurezas,
entretanto, no pogo 5 observa-se majoritariamente as bandas atribuidas a cadeia polipeptidica
a da lectina com uma massa de aproximadamente 25 kDa e as cadeias B e y com massa de
aproximadamente 14 e 12 kDa, respectivamente. As bandas presentes no Ultimo poco indicam,

dessa forma, que a purificacdo da lectina foi bem-sucedida.

4.2 Fluorescéncia da ConBr

Por ser uma proteina que contém residuos do aminoacido aromatico triptofano, a
ConBr deve apresentar fluorescéncia intrinseca. Em principio, o triptofano quando é excitado
ocorre uma transferéncia eletrénica = — m~ dos orbitais do estado fundamental para o estado
excitado, ao retornar para o estado fundamental a molécula exibe fluorescéncia.

Para estudar a fluorescéncia intrinseca da ConBr e como esta é afetada pela
interacdo da lectina com os carboidratos, realizou-se medidas de espectroscopia de
fluorescéncia da ConBr na auséncia e presenca de manose em diferentes concentracdes e
temperaturas cujos resultados séo apresentados na Figura 10.

Observa-se nos espectros apresentados na Figura 10, uma banda com méaximo de
intensidade em 330 nm atribuida a fluorescéncia intrinseca da ConBr. Como pode ser visto,
ocorre uma ligeira supressdo desta fluorescéncia a medida que a concentracdo do aclcar no
meio aumenta. 1sso ocorre provavelmente devido a interacdo da lectina com a manose que afeta
a estrutura terciaria da ConBr causando, assim, uma supresséo da fluorescéncia (KHAN et al.,
1981). Ha também uma diminuicédo da fluorescéncia intrinseca da ConBr em funcdo do aumento
da temperatura. Os resultados de fluorescéncia indicam que a manose se liga a lectina ConBr

conforme esperado.
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Figura 10 - Espectros de fluorescéncia da lectina ConBr na auséncia e presenga de manose em
diferentes concentracgdes e temperaturas. Em tampé&o Tris HCI, pH 7,4. Excitado a Aexc = 280

nm
800000 — — ‘
600000 — — Fluorescéncia
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A partir dos espectros apresentados na Figura 10, determinou-se os valores da
constante de associacdo (Kass) (Tabela 2) para a interagdo ConBr/manose usando a Equacéo 2.
(BOSE et al., 2016).

Log [@] = LogK,s + nLog [man] @)

onde: f, é a intensidade de fluorescéncia intrinseca da ConBr, f é a intensidade da florescéncia
apos a adicdo de manose, n é a estequiometria de ligacdo e [man] é a concentracdo de manose
em solucéo.

Utilizando a Equacéo 2 também pode-se calcular o numero de sitios de ligacdo (n)
cujos valores encontram-se na Tabela 2. Os resultados demonstram uma estequiometria de
ligacdo € 1:1 similar aos resultados obtidos para a lectina Litchi. (BOSE et al., 2016)

Os gréaficos de Log [(f, — f)/f] x Log [man] para diferentes temperaturas séo
apresentados na Figura 11 e os valores de Kass obtidos sdo apresentados na Tabela 2. Os valores
de Kass relativamente elevados indicam que no equilibrio da reacdo quimica o produto
lectina/carboidrato é favorecido. Observa-se também que o aumento de temperatura de 25 a 45

°C acarreta no aumento do valor de Kass, indicando que a associa¢do da manose a ConBr é um
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processo endotérmico. Este resultado é oposto ao obtido para a lectina litchi cujo a associacdo
a maltose tem uma variacao de entalpia negativa, ou seja, € um processo exotérmico. (BOSE et
al., 2016)

O valor da constante obtido para 55 °C nédo seguiu a tendéncia observadas para
temperaturas mais baixas. Esse resultado resulta provavelmente de mudancgas estruturais
drésticas na proteina a partir dessa temperatura.

Tabela 2 — Valores das constantes de associagéo (Kass) € niUmero de sitios de ligagdo (n) para
associacao de carboidrato a lectina em diferentes temperaturas por espectroscopia de

fluorescéncia
Temperatura / °C Maltose/L.itchi Manose/ConBr
Kass/ 105 n Kass/ 104 n

25 4,9 0,9 1,2 1,0
35 3,3 0,9 1,5 1,0
45 2,2 0,8 19,4 11
55 1,6 0,8 10,7 11
Referéncia (BOSE et al., 2016) Este trabalho

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 11 — Gréficos da relacdo Log (fo-f)/f x Log [man] em diferentes temperaturas
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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4.3 Preparacéo do biossensor

Apdbs serem realizados estudos sobre a ConBr realizou-se a preparacdo do
biossensor impedimétrico baseado na ConBr e os resultados das etapas de preparacdo séo

apresentados a seguir.
4.3.1 Limpeza do eletrodo de ouro

A limpeza do eletrodo ¢ a etapa inicial e crucial para a formagdo do biossensor.
Uma limpeza adequada é necessaria para que as aquisi¢cdes do biossensor sejam reprodutiveis.
A Figura 12 apresenta o voltamograma caracteristico do eletrodo de Au policristalino na

presenca de acido sulfirico (H2SO4) 0,5 mol L2,

Figura 12 - Voltamograma do eletrodo de ouro policristalino (area geométrica = 0,0314 cm?)
em solucdo de H2S04 0,50 mol L*a 0,1 Vst

Area hachurada

10 HAI//,/
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Na Figura 12, pode-se observar, na faixa de potencial de 1,0 a 1,5V, o processo que
corresponde a formacao dos 6xidos de ouro. A partir do valor da area hachurada ilustrada na
Figura 12, pode-se determinar a area eletroquimicamente ativa (Aativa) do eletrodo sabendo que
a carga por unidade de area relacionada a formacéao de 6xido do ouro policristalino € de 390 pC
cm? (TRASATTI; PETRII, 1991). O valor de Aaiva foi calculado antes de cada modificagéo

para posterior normalizacdo dos resultados.
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Apos a limpeza e determinacdo da Aativa, Um VC (Figura 13) para o eletrodo de ouro
limpo, na presenca de KF 0,5 mol L™* contendo [Fe(CN)s]*”* 1,0 mmol L foi obtido para
avaliar os processos de oxidaco e reducdo do [Fe(CN)s]* 7+

Figura 13 — Voltamograma na faixa de 0,1 a 0,5V a 0,05 V s* do eletrodo de Au em
solugdo KF 0,5 mol L contendo [Fe(CN)e]* " 1,0 mmol L
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O potencial de meia onda, E1/2, foi determinado como 0,22 V sendo coerente com
o valor esperado para o par redox ferri/ferro (CHAILAPAKUL; CROOKS, 1995).

Medidas de impedéancia eletroquimica também foram realizadas para o eletrodo
limpo em solucdo eletrolitica de KF 0,5 mol L™ contendo o par redox [Fe(CN)s]*"*
1,0 mmol Lt como espécies eletroativas em uma faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz,
cujo resultado é apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Diagrama de Nyquist do eletrodo de Au em solugdo KF 0,5 mol L™* contendo
[Fe(CN)s]*"* 1,0 mmol L
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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O valor da resisténcia de transferéncia de carga (Rct) entre o eletrodo de Au limpo e
[Fe(CN)s]* ™ foi determinado como 40 Q cm? a partir do didmetro do arco capacitivo
observado na regido de maior frequéncia ilustrado na Figura 14. O diagrama apresentado na
Figura 14 foi usado como referéncia para o eletrodo de Au limpo. Dessa forma, a modificacao

do eletrodo somente foi realizada ap6s a reproducédo desse diagrama.
4.3.2 Formacao da SAM de HS2BP sobre ouro

A modificagéo do eletrodo consistiu na formacédo de um filme sobre o eletrodo pela
auto-montagem de moléculas do composto HS2BP (Figura 15) sobre a superficie do eletrodo
de Au. A formacéo do filme gera uma barreira parcial para transferéncia de carga entre eletrodo
de Au e a espécie de prova, isso pode ser caracterizado por voltametria ciclica conforme

apresentado na Figura 16.

Figura 15 — Representacdo do composto HS2BP (4,4’-dimercaptobifenil)

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 16 — Voltamogramas na faixa de 0,1 a 0,5V a 0,05 V s! do eletrodo de Au antes e
ap6s a modificacdo com o composto HS2BP, aquisicéo realizada em solugdo KF 0,5 mol L

contendo [Fe(CN)e]*>"* 1,0 mmol L™
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Na Figura 16, observa-se os voltamogramas do eletrodo de Au limpo e do eletrodo
modificado (Au/HS2BP). Para o eletrodo de Au, observa-se os potenciais de oxidagao e reducéo
caracteristicos das espécies de prova, ja no voltamograma do eletrodo Au/HS2BP apresentou
uma diminuicgéo das correntes de pico e um aumento de AE em comparacao ao eletrodo de Au
limpo. O recobrimento da superficie do eletrodo por moléculas adsorvidas diminui a
transferéncia de carga entre as espécies de prova e o eletrodo, provocando aumento na
resisténcia a transferéncia de carga (Rct) (BERTOK et al., 2019; HUANG et al., 2019). Isso
ocorre devido a formacdo do filme que consequentemente bloqueia parcialmente a transferéncia
de carga. A formacdo do filme molecular também foi caracterizada por impedancia
eletroquimica cujo resultado pode ser observado na Figura 17.

O diagrama de Nyquist referente ao eletrodo apds uma hora de modificacdo com o
composto HS2BP demonstra na regido de mais alta frequéncia a formagdo de um arco
capacitivo. Este arco é maior que aquele formado para a aquisi¢do de impedancia do eletrodo
de Au, pois o diagrama do eletrodo Au/HS2BP apresenta um maior valor de Rct, pois ha uma

maior dificuldade na transferéncia de carga entre o eletrodo e as espécies de prova.

Figura 17 — Diagrama de Nyquist do eletrodo Au/HS2BP ap6s uma hora de modificacéo, IE
realizado em solugdo KF 0,5 mol L™ contendo [Fe(CN)s]* " 1,0 mmol L. Em amplitude de
10 mV, potencial de 0,22 V e faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A formacdo do filme sobre a superficie do eletrodo de Au ndo bloqueia
completamente a transferéncia de carga. A transferéncia ocorre provavelmente através dos
defeitos existente na monocamada que permitem a aproximacao da espécie de prova (ABREU
etal., 2017; SABATANI; RUBINSTEIN, 1987; VERICAT et al., 2014).
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Considerando que a transferéncia de carga do processo redox das espécies de prova
ocorre pelos sitios ativos, pode-se calcular a taxa de recobrimento superficial (6) do eletrodo

de Au usando a Equacdo 3 (SABATANI; RUBINSTEIN, 1987).
R
0=1--< ®3)

*
Rer

onde R.r € Ry S80, respectivamente, os valores de resisténcia a transferéncia de carga para o
ouro limpo e a superficie modificada obtidos a partir do diagrama de Nyquist. Também a partir
dos resultados de impedancia foi possivel calcular a constante aparente de velocidade de reacdo
heterogénea de transferéncia de elétrons (k,,,,) pela Equacdo 4 (SABATANI; RUBINSTEIN,
1987):

_RT
app "~ p2Ri.C*

k (4)

onde R ¢é a constante universal dos gases (8,314 J mol* K1), T é a temperatura (K), F ¢ a
constante de Faraday (96485,33 C mol?), R} é a resisténcia a transferéncia de carga para o
ouro modificado e C* é a concentragdo do par redox (mol cm=). Os valores obtidos s&o
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros impedimétricos do par redox [Fe(CN)s]*>7* em funcéo do eletrodo de
ouro limpo e modificado, aquisicdo em solucdo eletrolitica: KF 0,50 mol L™ contendo 1,0
mmol L™ de [Fe(CN)s]>* a21°C

Eletrodo Tempo de Rer 7 kapp ¥107*
imersdo (min) (Q cm?) cms?
Au - 45,0 - 58,3
Au/HS2BP 60 5110 0,991 0,510

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados presentes na Tabela 3 indicam que ap6s 1 h de imersdo, o
recobrimento superficial do eletrodo com o composto HS2BP atingiu quase a area total do
eletrodo. Consequentemente a velocidade de reacdo heterogénea de transferéncia de elétrons,
diminui drasticamente em relagéo ao eletrodo de Au limpo.

Os resultados de VC e impedancia confirmam a formagéo da camada de HS2BP
sobre o eletrodo com elevada cobertura superficial apds uma 1 h de imerséo. O processo de
adsorcéo espontaneo da espécie HS2BP ¢ ilustrado na Figura 18.



45

Figura 18 — Esquema de formagé&o do eletrodo Au/HS2BP
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

4.3.2.1 Dessorc¢ao redutiva

A forga de ligagdo Au-S entre o eletrodo de Au e HS2BP foi avaliada pelo potencial
de dessorcao redutiva, que corresponde o valor de potencial reducéo, Eqr=—1,13 V, da ligacédo
ouro/enxofre. O voltamograma de varredura linear para o eletrodo Au/HS2BP em solu¢do KOH
0,5 mol L! em uma faixa de potencial de —0,2 a—1,6 V a 0,05 V s! é apresentado na Figura
19.

Figura 19 — Voltamograma de varredura linear (LSV) de -0,2 a-1,6 V a 0,05 V s para o
eletrodo de ouro modificado por uma hora com HS2BP em acetona, aquisigéo realizada em
KOH 0,5 mol L!

Area hachurada

_1.,5 -1.,2 '0.,9 _0.16
E/V vs. Ag/AGCIICI™ o) sy

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Como pode ser observado na Figura 19, o potencial de dessorcdo redutiva (Eqr) tem
valor de —1,13V. Quando comparado a outras moléculas como 4-mercaptopiridina (pyS) e 1,4-
ditiano adsorvidos no eletrodo de Au, com tempo de imersdo em 1 h, cujos valores de Egrsao -
0,56 e —0,87 V (DE O. PINHEIRO et al., 2010; PAULO; DIOGENES; ABRUNA, 2011),
respectivamente, o valor de Eqr para HS2BP é significantemente mais negativo, indicando,
dessa forma, uma interacdo mais forte. Para pyS € atribuido a uma interacdo sigma desta espécie
com a superficie do ouro, pois as moléculas adsorvidas (Figura 20) apresentam uma orientacdo
perpendicular & superficie do ouro (NOGUEIRA DIOGENES et al., 2002). A SAM de 1,4-
ditiano apresenta um valor mais negativo de Eqr que pyS. Dessa forma, uma adicional interagéo
n favorecida pela inclinacdo < 90° das moléculas em relacdo a superficie (ABREU et al., 2018).
A Figura 20 mostra a orientacdo e a dessorcao de algumas moléculas sob o eletrodo de ouro. A
SAM formada pelo composto HS2BP sobre o eletrodo de ouro tem um valor de Egr ainda mais
negativo que os compostos supracitados. O valor observado € comparavel aos obtidos para o
composto bifenilico 4-mercaptobifenilcarbonitila (HSBPCN) (Tabela 4). Esses valores bem
negativos, segundo a literatura (PAULO et al., 2008), sdo consequéncia da orientacdo inclinada
que permite interacdes = (ABREU et al., 2018). Além disso, as interacGes laterais (ABREU et
al., 2018) (z-stacking) entre os anéis aromaticos resulta em um empacotamento denso e
estabilizam o filme molecular dificultando em parte a dessor¢do. Esta conclusao esta de acordo
com relatérios anteriores (WALCZAK et al., 1991) sobre o estudo de feniltiol SAM em que
propuseram que interagcdes intermoleculares mais fortes em SAM densamente carregadas
aumentam a estabilidade e consequentemente, desloca o potencial de dessor¢do para valores
mais negativos. Por meio dos resultados de dessor¢do redutiva determinou-se a quantidade de
moléculas adsorvidas no eletrodo por meio da Equacdo 5.

Qdr

= ———— ()

nFAgtiva

onde I é a quantidade de moléculas adsorvidas sobre a superficie, Q,, € a carga do processo de
dessorc¢do redutiva, n € o nimero de elétrons da reacdo de reducdo que neste caso € 1, F é a
constante de Faraday (96485 C mol™?), Q4 pode ser obtido a partir da razdo entre a area do
processo referente a dessorcéo redutiva e a velocidade de varredura.

A partir do resultado de LSV, obteve-se o valor de Qz = 4,97x10°C cm? e
consequentemente um valor de I' = 3,03x1072° mol cm=2. Quando comparado a outras moléculas
como HSBPCN e 5-(4-piridil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol (Hpyt), o HS2BP tem o valor de Egr,
adsorvido no eletrodo de Au, semelhante aos dos compostos sulfurados, como mostra a Tabela
4,
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Figura 20 — Esquema do processo de dessorcao para compostos sulfurados
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Fonte: Elaborado pelo autor.
* referéncia (DE O. PINHEIRO et al., 2010), ** referéncia (PAULO; DIOGENES; ABRUNA, 2011) e *** referéncia
(ABREU et al., 2018).

Tabela 4 — Valores de potenciais de dessor¢ado redutiva (Eqr) e recobrimento superficial (T)
das SAM de Hpyt, HSBPCN e HS2BP sobre ouro obtidos por dessorc¢do redutiva em meio
alcalino, em LSV na faixade 0,2a-1,6 Va 0,05V s*em KOH 0,5 mol

SAM Ear (V) I (x1072° mol cm?) Referéncia
Hpyt 0,56 43 (PAULO et al., 2008)
HSBPCN -1,20 18 (ABREU et al., 2018)
HS2BP -1,13 3,0 este trabalho

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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4.3.2.2 Estudo de pKa de superficie do filme molecular

O grupo terminal do modificador determina as propriedades das SAM. O composto
HS2BP tem -SH como grupo terminal. Entretanto, este grupo pode perder o hidrogénio
dependendo do valor de pH do meio, deixando a monocamada com densidade de carga
negativa. A densidade de carga na superficie da SAM pode ser manipulada de acordo com o
pH do meio. Dessa forma, a determinacdo do pKa de superficie da SAM é importante para o
planejamento das condi¢bes experimentais de ensaios para a SAM Au/HS2BP (PAULO;
DIOGENES; ABRUNA, 2011; ZHAO et al., 1999).

O valor de pKa de superficie da SAM pode ser estimado medindo a corrente de pico
(ip) de um dado par redox em tampdo em funcdo do valor de pH (PAULO; DIOGENES;
ABRUNA, 2011; ZHAO et al., 1999). Os voltamogramas para 0 SAM na presenca do par redox
[Fe(CN)s]* em diferentes valores de pH sdo apresentados na Figura 21.

Figura 21 — Voltamograma na faixa de —0,1 a 0,6 V a 0,015 V s* do eletrodo Au/HS2BP em
solugéo eletrolitica KF 0,5 mol L™ com [Fe(CN)e]* 0,5 mmol L
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Como pode ser visto na Figura 21, o aumento do valor de pH dificulta a
transferéncia de carga entre o eletrodo e as espécies de prova. Isso pode ser inferido pela
diminuicdo da corrente de pico e do processo redox. O grafico da corrente de pico catodico em
funcdo do pH é apresentado na Figura 22.
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Figura 22 — Valores das correntes de pico catddico em funcdo do pH da solucéo eletrolitica
referente a Figura 21
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Observa-se na Figura 22 que a corrente de pico catédica é maxima (ian) quando a
monocamada se encontra protonada, visto que o grupo tiél ndo apresenta repulsédo eletrostatica
a espécie de prova negativamente carregada. Ao passo que se aumenta o valor do pH, parte das
moléculas na superficie desprotonam, e a carga negativa na SAM resulta em uma repulsao entre
a monocamada e o ferri/ferro como ilustrado na Figura 23.

O pKa de superficie de uma monocamada pode ser definido como o equilibrio de
ionizacdo do grupo terminal da monocamada, de acordo com a Equacdo 6 (PAULO;
DIOGENES; ABRUNA, 2011; ZHAO et al., 1999) abaixo:

AH
pKa = pH + log (%) (6)

onde [A] e [AH] séo as concentracdes (mol L™1), respectivamente, das espécies desprotonadas
e protonadas.

Assumindo que a corrente total aparente (i) do ion [Fe(CN)e]*> € constituida do
somatorio das respostas atribuidas a monocamada dissociada [A7] e ndo dissociada [AH], entdo
a expressao de i pode ser descrita como: (ZHAO et al., 1999)

i = i-[A7] + iyu[AH] (7
onde ia e ian correspondem as correntes de pico da espécie de prova para a superficie
desprotonada [A7] e protonada [AH], respectivamente. Neste caso, [AH] representa a

concentracdo de moléculas adsorvidas ou recobrimento superficial. Admitindo-se que o



50

recobrimento superficial méximo é igual a 1 (100%), tem-se que [A] + [AH] = 1. Usando essa

expressdo e as Equacbes 7 e 8, a seguinte equacao € obtida:

pKa = pH — log [(IAH ) — 1] 8

i—ig—
onde ia e ian podem ser determinadas pelos valores médios obtidos nos diferentes patamares
da curva i versus pH. O valor de pKa foi determinado como 6,1 a partir do gréfico de i vs. pH

(Figura 22) e a Equacéo 8.

Figura 23 — Comportamento do eletrodo Au/HS2BP e das espécies de prova [Fe(CN)e]*> " em
funcéo da variacédo do pH
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

4.3.3 Imobilizacdo da ConBr sobre o filme molecular

Apés a formacdo do eletrodo Au/HS2BP, a ConBr foi imobilizada
espontaneamente em sua superficie. A caracterizacdo das etapas de formacéo do biossensor foi
realizada por meio da técnica de VC e IE cujos resultados sdo apresentados nas Figuras 24 e
25.
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Figura 24 — Voltamograma na faixa de 0,1 a 0,5 V a 0,05 V s* do eletrodo
Au/HS2BP/ConBr em solucio KF 0,5 mol L com [Fe(CN)e]* 7 1,0 mmol L™
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 25 — Diagrama de Nyquist do eletrodo Au/HS2BP/ConBr em solugdo KF 0,5 mol L™
com [Fe(CN)6]*>"* 1,0 mmol L. Em amplitude de 10 mV, potencial de 0,22 V e faixa de
frequéncia de 100 mHz a 100 kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os voltamogramas apresentados na Figura 24 mostram uma diminuicao da corrente
de pico e da carga do processo redox apoOs cada etapa de preparacdo do biossensor. Estes

resultados indicam que a lectina foi imobilizada sobre o eletrodo Au/HS2BP.
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Adicionalmente, os diagramas de Nyquist obtidos ap6s cada etapas de preparacdo
do biossensor reforcam a imobilizacdo da proteina visto 0 aumento do valor de Rct, na Tabela

5, apos cada etapa.

Tabela 5 — Valores de Rct do eletrodo durante a formacdo do biossensor

Eletrodo Rcr (Q cm?)
Au 41+15
AU/HS2BP 5110 £ 32
Au/HS2BP/ConBr 5800 + 369

Fonte: Elaborado pelo Autor.

A modificacdo de HS2BP sobre a superficie do eletrodo de Au e a imobilizacdo da
ConBr sdo etapas termodinamicamente favoraveis, em que as moléculas se organizam
espontaneamente sobre o metal como ilustrado na Figura 26. Uma vez preparado o eletrodo
AU/HS2BP/ConBr, este pode ser utilizado como biossensor para a detec¢do dos carboidratos

manose e glicose. Visto que a ConBr interage especificamente e reversivelmente a estes

acucares.
Figura 26 — Formac&o do biossensor impedimétrico baseado em ConBr
Biossensor
Au Acetona Au Tris -HC1 7,4
(1 h) (1h)
|
AG <0

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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4.4 Estabilidade do biossensor Au/HS2BP/ConBr

A fim de avaliar a estabilidade do biossensor ap6s longo tempo de armazenamento
em tampdo Tris-HCI pH 7,4 a4 °C, realizou-se aquisi¢oes de VC e de impedancia eletroquimica
a cada semana até durante o periodo de 3 semanas. Sendo que apds cada aquisi¢do o eletrodo
foi armazenado nas condigdes supracitadas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura
27.

Figura 27 — (A) Voltamograma na faixa de -0,1a 0,5V a 0,05 V s* e (B) Diagrama de
Nyquist do eletrodo Au/HS2BP/ConBr apds sua construgio em solugio KF 0,5 mol L™
contendo [Fe(CN)s]** 1,0 mmol L. Amplitude de 10 mV, potencial de 0,22 V
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Como pode ser constatado na Figura 27(A), os VCs ndo foram afetados de forma

significativa durante as trés semanas. Na Figura 27(B), sdo apresentados os diagramas de
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Nyquist obtidos a cada semana. Os valores de Rcts determinados a partir dos diagramas durante
0 teste de estabilidade s&o apresentados na Tabela 5.

Na Tabela 6 também foram apresentados os valores de desvio padréo relativo
“RSD do inglés - Relative Standard Deviation”. Esse parametro pode ser usado para avaliar a
reprodutibilidade e a precisédo de um biossensor (CHO; PARK, 2019; KAUSHIK et al., 2018;
MAHMOUD et al., 2019; YOON et al., 2019). O valor de RSD de um biossensor é obtido

usando a Equacéo 9.

RSD = (desvio padrdo de Rct x 100) (9)

média de RcT

Analisando os resultados obtido por impedancia, pode-se inferir que, similarmente
ao que foi observado nas medidas de VC, a resposta do sensor permaneceu praticamente
constante (Tabela 6) nas duas primeiras semanas e um pequeno aumento no valor de Rct
ocorreu na terceira semana. Os valores de Rct séo aproximados e os valores de RSD da primeira
e segunda semana estdo abaixo de 5%, isso demonstra que o biossensor foi preciso e estavel
apos as duas primeiras semanas. Ja na terceira semana, o valor de RSD um pouco maior que
5% indica que o biossensor aparentemente comeca a perder sua capacidade de leitura com

precisao.

Tabela 6 — Valores de Rct do biossensor ap0s a sua construgdo por determinados periodos

Periodo Rer RSD
(dias) (Q cm?) (%)
0 5737 -
7 5854 14
14 5747 0,1
21 6217 6,3

Fonte: Elaborado pelo Autor.

4.5 Deteccdo de acucar

Para avaliar se a ConBr preserva sua capacidade de interagir com os carboidratos
manose e glicose apos a imobilizacdo, foram realizadas medidas de CV e IE na presenca das
espécies [Fe(CN)s]>7 e desses carboidratos em diferentes concentragdes. Na Figura 28 s&o
apresentados os diagramas de Nyquist realizados em triplicata para o biossensor na detec¢éo de
glicose em diferentes concentragdes. O aumento da concentracdo do agucar no meio ocasiona

0 aumento do arco capacitivo, ou seja, aumento da resisténcia de transferéncia de elétrons
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(Tabela 7). Esse aumento dos valores de Rct ocorrem devido & adsorcéo da glicose na superficie
do biossensor que dificulta a transferéncia de carga entre a superficie do ouro e as espécies de
prova.

Os resultados indicam que a ConBr imobilizada no eletrodo Au/HS2BP néo perde suas
propriedades, dessa forma, o eletrodo Au/HS2BP/ConBr tem a capacidade de detectar a

presenca de glicose no meio.

Figura 28 — Diagramas de Nyquist do biossensor apds adi¢do de aliquotas de glicose.
Aquisicdes obtidas em solugéo eletrolitica de KF 0,50 mol L™* contendo 1,0 mmol L de
[Fe(CN)s]*"*. Em amplitude de 10 mV, potencial de 0,22 V e frequéncia de 100 mHz a 100

kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Tabela 7 - Valores de Rcrsdo eletrodo Au/HS2BP/ConBr na deteccdo de glicose
Eletrodo Au/HS2BP/ConBr

[glicose] /nmol L™ 1° ensaio 2° ensaio 3% ensaio
Rct (Q cm?) Rct (Q cm?) Rct (Q cm?)

0 6277 5567 5556

25 7351 6377 6198

50 8522 7123 6877

75 9204 8145 7389
100 9661 8730 7892
125 10295 9311 8097

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Avaliando a resposta analitica do biossensor, percebe-se que as médias dos valores
Rcr apresentaram uma tendéncia linear na faixa de concentracéo de 25 a 125 nmol L* conforme

pode ser observado na Figura 29.

Figura 29 — Variacdo do valor de Rct do biossensor em funcao da concentragdo de glicose
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O mesmo ensaio de IE foi realizado para a deteccdo do carboidrato manose
conforme pode ser visto na Figura 30.

A resposta para a manose foi similar ao observado para a glicose. Analisando 0s
diagramas de Nyquist, observa-se que ha um aumento do arco capacitivo e consequentemente
um aumento dos valores de Rct ao passo que se aumenta a concentragdo do agucar em solucéo.
Os valores de Rct apresentados na Tabela 8 também apresentaram uma relacéo linear em fungéo

do aumento da concentragdo do agtcar como pode ser observado na Figura 31.
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Figura 30 — Diagramas de Nyquist do biossensor apos adi¢do de aliquotas de manose.
Aquisicbes obtidas em solucéo eletrolitica de KF 0,50 mol L™ contendo 1,0 mmol L™ de
[Fe(CN)6]* 7. Em amplitude de 10 mV, potencial de 0,22 V e frequéncia de 100 mHz a 100

kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 8 - Valores de Rcts do eletrodo Au/HS2BP/ConBr na deteccdo de manose

Eletrodo Au/HS2BP/ConBr

[manose] /nmol L 1° ensaio 2° ensaio 3° ensaio
Rct (Q cm?) Rt (Q cm?) Rt (Q cm?)

0 5859 5859 5992

25 8417 8393 7476

50 9412 9617 8736

75 11105 10702 10213
100 11825 11495 10984
125 12785 12010 12478

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 31 — Relacéo dos valores de Rct do biossensor em func¢do da concentragdo de manose
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O biossensor também obteve uma boa resposta analitica para manose em solucéo,

0 que demonstra que o biossensor pode detectar glicose e manose separadamente em uma faixa

de concentragdo de 0 a 125 nmol L2,
Para a validagdo do método, calculou-se o limite de detec¢do “LOD do inglés -

Limit of Detection” e limite de quantificagdo “LOQ do inglés - Limit of Quantification” do

biossensor para a glicose e manose (Tabela 9) conforme as Equacdes 10 e 11.

(WINEFORDNER; LONG, 1983):
30
LOD =— (10)
b
10 o
LOQ = T (11)

onde 6 ¢ o desvio padrao relativo (RSD) dos valores de Rct do biossensor na auséncia de agucar,

b € o coeficiente angular da relacéo entre Rct e [man] apresentados nas Figuras 29 e 31.
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Tabela 9 — Resultados de validagdo do método do biossensor na deteccéo de aglcares

Analito Biossensor Au/HS2BP/ConBr
LOD LOQ
(nmol L) (nmol L)
Glicose 0,73 2,44
Manose 0,07 0,23

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados indicam que a interacdo especifica ConBr/glicose e ConBr/manose,
dificulta a transferéncia de carga entre a superficie do ouro e as espécies de provas.

Manose e glicose sdo isdmeros (Figura 32), a diferenca entre esses carboidratos esta
localizada nos grupos ligados ao carbono 2. A hidroxila esta em uma posigdo equatorial na
glicose enquanto na manose esta na posicao axial, isso pode ter influéncia na ligagdo com a
ConBr. Tal diferenca na posicéo da hidroxila pode influenciar na interacdo com a lectina, pois
neste trabalho, observou-se que os valores de Rct do biossensor na detec¢do de manose foram

maiores do que aqueles determinados na deteccao de glicose.

Figura 32 — Representacdes estruturais dos carboidratos: glicose e manose

g OH g OH
H/O
HO
HO H
H OH
H OH
Glicose Manose

Fonte: Elaborado pelo Autor.

O bloqueio a reacdo de transferéncia de elétrons também pode ser atestado por

voltametrias ciclicas (Figura 33) obtidos durante a deteccdo de carboidratos.
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Figura 33 — Voltamogramas ciclicos na faixa de —-0,1a 0,6 V a 0,05 V s! do eletrodo
Au/HS2BP/ConBr em solucio KF 0,5 mol L com [Fe(CN)e]*7* 1,0 mmol L em diferentes
concentragdes de (A) manose e (B) glicose
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os voltamogramas apresentados na Figura 33 indicam uma diminui¢do das
correntes de pico, caracterizando que ha uma dificuldade de transferéncia de carga. Em
conjunto, os resultados de IE e VC demonstraram que o biossensor detecta diretamente a
presenca de manose e/ou glicose em solucdo. Dessa forma, o biossensor proposto traz vantagens
em relacdo aqueles que detectam aglcares de modo indireto (SABU et al., 2019; YOON et al.,
2019).

Alguns biossensores que detectam a presenca de aclcar de maneira indireta

utilizam, por exemplo, glicose oxidade (GOx) para oxidar a glicose e produzir peroxido de
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hidrogénio (H202) (CHO; PARK, 2019; GAO et al., 2018), com isso a resposta analitica deste
biossensor é em funcdo do H.O», como segue 0 Esquema 1. Neste trabalho, foi realizado a
deteccdo direta da glicose e/ou manose, pois o acucar liga-se diretamente no biossensor, e a

resposta analitica ocorre em funcao do aguUcar.

Esquema 1 — Mecanismo de detec¢do de um biossensor enzimético de glicose

“USHES,, PDB
JRGSE e (Codigo SNIW)

OH
H GOx OH OH O
L0 0, =) no N _A_N
I-I(I?IO H + 2 T X OH + H,0,
o OH OH
H OH ,
Glicose Acido gluconico

Fonte: Elaborado pelo Autor.
GOx - Glicose oxidase; PDB - Protein Data Bank.

Uma comparacdo dos parametros de biossensores na deteccdo de glicose é
apresentada na Tabela 10.

Os resultados sumarizados na Tabela 10 indicam que 0s sensores enzimaticos tém
os valores de limites de deteccdo de glicose maiores que 0s sensores ndo enzimaticos. Uma das
principais limitacdes encontradas em sensores enzimaticos, € a resposta do H.O2, um exemplo
esta na medicdo amperométrica, pois para a resposta do H2O-, é necessario a exigéncia de um
alto potencial de operacdo, o que pode reduzir espécies e prejudicar a analise (SABU et al.,
2019).

Os sensores ndo enzimaticos, que nao utilizam enzimas e ndo alteram a estrutura do
analito, exibem menores valores de limites de detecgdo. O biossensor desenvolvido neste
trabalho exibiu valores de pardmetros analiticos semelhantes a outros sensores reportados na
literatura (MAHMOUD et al., 2019).

A interagdo ConBr/agucar ainda ndo € totalmente entendida, existem evidéncias que
apontam para ligacGes de hidrogénio e interacGes eletrostaticas entre os grupos polares dos
carboidratos e ions metalicos (Ca** e Mn?*) da ConBr (ABREU et al., 2017). De qualquer

maneira, a associacdo do acucar a lectina (Au/HS2BP/ConBr/Carboidrato) deve acarretar em
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mudangas morfoldgicas que por sua vez afetaram a transferéncia de elétrons conforme ilustrado

na Figura 34.
Tabela 10 — Parametros de alguns sensores de glicose
Matrix do eletrodo Limite de Faixa de Método de Enziméatico Referéncia
deteccao deteccao deteccao
molLYH  (umolL™?
CD/Rh6G/GOx/HRP 0,04 0,1a500 Fluorescéncia Sim (CHO;
Ratiométrica PARK,
2019)
FTO/Nano- 27 200 a 15000 VC Sim (NADERI
CuO/CHT/GOx ASRAMI
etal.,
2018a)
Nano-filme de 0,001 0,001a500  Amperometria Sim (YOON et
Au/MoS,/Au/GOx al., 2019)
ITO/Cu-ZO 0,001 0,001 a10 IE Nao (MAHMO
UD et al.,
2019)
FTO/Nano- 24 200 a 4000 VC Sim (NADERI
NiO/GOx ASRAMI
et al.,
2017)
MPC-CHT-GOx 1 10 a 200 Amperometria Sim (BARAT
Hl et al.,
2019)
Au/HS2BP/ConBr 0,00073 0,025a0,125 IE Néo Este
trabalho

Fonte: Elaborado pelo Autor.

GOx — Glicose oxidase, FTO - 6xido de fluoreto de estanho, Nano-NiO - dxido de niquel nanoestruturado, MoS;
- dissulfeto de molibdénio, MPC — carbono mesoporoso, CHT — quitosana, Nano-CuO- éxido de cobre
nanoestruturado, CD - pontos de carbono, Rh6G - rodamina 6G, HRP - peroxidase do rabano, ITO - éxido de
estanho dopado com indio, Cu-ZO - nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas com cobre
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Figura 34 - llustracéo representativa do processo de detec¢do da manose pelo biossensor
Q

Q [Fe(CN)(]*"*  OGlicose % Ca2* e Mn2*

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Neste trabalho também foi investigado se o carboidrato interage com o eletrodo de
Au limpo, entdo foram realizadas medidas IE para o eletrodo de Au em solucéo eletrolitica KF
0,5 mol L™ contendo [Fe(CN)s]*>"™ 1,0 mmol L™ e manose em diferentes concentracdes, 0s

resultados sao apresentados na Figura 35.

Figura 35 — Diagrama de Nyquist do eletrodo de Au com aliquotas de manose em solucéao
eletrolitica KF 0,5 mol L contendo [Fe(CN)s]*’* 1,0 mmol L *. Em amplitude de 10 mV,
potencial de 0,22 V e faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

N&o é observada mudancas significativas nos diagramas (Figura 35), demonstrando

gue ndo ha aumento daresisténcia a transferéncia de carga entre o eletrodo de Au e as espécies
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de prova na presenca do carboidrato. Isso indica que ndo ocorre interagdes entre o carboidrato

e a superficie de ouro.

4.6 Teste de Reprodutibilidade

Medidas de IE foram realizadas nas mesmas condi¢Oes experimentais dos
procedimentos anteriores visando avaliar a reprodutibilidade do biossensor produzido frente a
deteccdo dos carboidratos. Foram realizadas 5 aquisi¢es para as concentracdes de 25 e
125 nmol Lt de glicose no meio. Entretanto cada aquisicéo foi realizada um uma nova solugio
do carboidrato. Os resultados obtidos estéo apresentados nas Figuras 36 e 37.

Os resultados mostram que houve uma pequena flutuacdo dos valores de Rct para
as aquisicdes nas concentragdes de 25 nmol L™, o valor de RSD maximo foi de 3,6%, que
segundo a literatura, esses resultados tém boa reprodutibilidade pois apresentou um valor de
Rct menor que 5% (KAUSHIK et al., 2018; TERTIS et al., 2019). O teste de reprodutibilidade
também foi realizado com a maior concentracao da faixa de deteccdo usada para a glicose cujos

resultados estdo apresentados na Figura 37.

Figura 36 — Diagramas de Nyquist do eletrodo Au/HS2BP/ConBr na presenca de glicose
25 nmol L em solucéo eletrolitica KF 0,5 mmol L contendo [Fe(CN)s] */* 1,0 mmol L.
Em amplitude de 10 mV, potencial de 0,22 V e faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 37 - Diagramas de Nyquist para o biossensor na presenca de glicose 125 nmol L™t em
solugao eletrolitica KF 0,5 mmol L™ contendo [Fe(CN)s]*"* 1,0 mmol L™t. Em amplitude de
10 mV, potencial de 0,22 V e faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

O resultado do teste de reprodutibilidade do biossensor para a deteccdo de
125 nmol L de glicose, observa-se também uma pequena variacdo dos didmetros dos arcos, 0
valor maximo de RSD dos valores de Rct foi de 2,17% indicando, também, uma boa
reprodutibilidade. Percebe-se que houve uma maior reprodutibilidade nos ensaios para
125 nmol L de glicose, tal fato deve ocorrer porque maior quantidade de carboidrato esta
adsorvida no biossensor dificulta a transferéncia de carga entre o substrato e as espécies de
prova.

Avaliou-se também a reversibilidade da interacdo do carboidrato com o biossensor
durante as aquisi¢des. Pois caso isso aconteca, as medidas posteriores sempre dariam um
resultado falso positivo, mesmo sem a presenca do aglcar em solucdo. Para avaliar isso, 3
aquisicoes de VC e IE foram realizadas: Na primeira (branco) foi realizada em uma célula
eletroquimica contendo somente KF e as espécies de prova; Na segunda foi realizada nas
mesmas condigBes da primeira, entretanto na presenca de glicose 25 nmol L™ e na terceira
aquisicdo repetiu-se as condi¢bes do branco. Os resultados obtidos em triplicata s&o

apresentados nas Figuras 38 e 39.



66

Figura 38 — Voltamogramas na faixa de — 0,1 a 0,5V a 0,05 V s™* do eletrodo
Au/HS2BP/ConBr na detecgdo de glicose 25 nmol L em KF 0,5 mol L com [Fe(CN)s]* "+
1,0 mmol L
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os voltamogramas obtidos antes e depois da aquisicdo na presenca do acUcar se
sobrepdem. Isso implica que a glicose ndo se liga de forma irreversivel ao biossensor. 1sso é
reforcado pelos resultados de impedancia (Figura 39) cuja variagdo do sinal na presenca e
auséncia do analito é significantemente mais pronunciada.

Nos resultados apresentados na Figura 39 observa-se que ocorre 0 aumento do valor
de Rct na presenca do analito, entretanto, quando o biossensor é lavado e usado para aquisicdo
sem a glicose no meio, o diagrama equivalente ao branco é obtido. Os valores de RSDs variaram
em torno de 2% (Tabela 11). Dessa forma, estes resultados indicam que o biossensor

desenvolvido apresenta boa reprodutibilidade.
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Figura 39 - Diagramas de Nyquist do biossensor em aquisi¢Bes antes, durante e apos a
deteccdo de glicose em eletrdlito de KF 0,5 mol L com [Fe(CN)s]*’* 1,0 mmol L. Em
amplitude de 10 mV, potencial de 0,22 V e faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 11 — Valores de Rct do biossensor antes, durante e ap6s a detecgdo de glicose em
solucio eletrolitica com [Fe(CN)s]> "+

Biossensor
1° ensaio 2° ensaio 3° ensaio
[Glicose] /nmol L Rer (Q em?) Rer (Q em?) Rer ( cm?)
0 6278 6703 7013
25 9197 9625 9930
0 6470 6904 7153
RSD 2,01 +2,08 +1,39

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Em conjunto, os resultados obtidos para o biossensor impedimétrico baseado na

lectina ConBr indicam potencial aplicacdo para a deteccdo do nivel de agtcar em alimentos e
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na corrente sanguinea e deteccdo de biomarcadores de doenca (CECCHETTO et al., 2015;
SANTOS; BUENO, 2016).
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5. CONCLUSAO

Fluorescéncia intrinseca da ConBr exibe uma banda de emissdo com maximo em
330 nm. Essa fluorescéncia é suprimida apds a interacdo da lectina com o carboidrato manose.
A partir dos resultados de espectroscopia de fluorescéncia a constante de associacao (Kass) foi
calculada para diferentes temperaturas. O aumento de Kass Com 0 aumento da temperatura indica
que o processo de associacdo é endotérmico.

Visto a afinidade da ConBr aos carboidratos glicose e manose, produziu-se um
biossensor preparado pela imobilizacdo da lectina no filme do composto HS2BP sobre Au.
Medidas de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica na presenca de ferri/ferro como
espécies de prova indicam a efetiva preparacdo do biossensor etapa por etapa. E além disso,
essas técnicas também foram usadas para avaliar a detencdo destes carboidratos. A relacédo
linear obtida tanto para a glicose como para a manose na faixa de concentracdo de 25 a
125 nmol L indica que o sensor tem potencial aplicacdo para deteccdo destes carboidratos
mesmo em baixas concentracdes.

O biossensor desenvolvido baseado em ConBr quando armazenado em condigdes
adequadas é estavel por mais de duas semanas. Além disso, apresenta boa reprodutibilidade
visto que o agucar ndo se liga reversivelmente ao biossensor.

A interacéo do elétrodo Au/HS2BP/ConBr com a glicose e manose mimetizam uma
interacdo célula/célula onde a lectina presente em uma das células age como “conector” para a
interacdo com a outra célula ou microrganismo que contenham residuos desses carboidratos em
suas paredes celulares. Dessa forma, o biossensor preparado tem potencial para detecédo

especifica de células e bactérias.
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