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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados sobre a formagao de uma plataforma constituida de uma
monocamada automontada (SAMs, Self-Assembled Monolayers) de moléculas de 1,4-
benzenoditiol (BDT) em ouro (Au/BDT) sobre a qual foi incorporada nanoparticulas de ouro
(AuNPs) funcionalizadas com 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM), resultando no eletrodo
Au/BDT/AuNPs/PTAM. O processo de modificacao da superficie de ouro foi realizado em
etapas sequenciais, todas de forma espontanea, sendo os eletrodos produzidos caracterizados
por voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e espectroscopia
vibracional Raman intensificada por superficie (SERS). Na primeira etapa (Au/BDT), o
eletrodo de ouro foi imerso em solu¢do de dimetilformamida contendo BDT por diferentes
tempos de imersao chegando-se a um tempo otimizado de 2h, conforme dados de recobrimento
superficial (6 = 0,95 para tempos igual ou superior a 2h) determinados por EIE. Os espectros
SERS do eletrodo Au/BDT indicaram que as moléculas de BDT experimentam adsor¢ao sobre
ouro através de um dos atomos de enxofre assumindo uma configuragdo proxima a
perpendicular em relagdo a superficie. O espectro SERS do eletrodo Au/BDT/AuNPs
apresentou sinal de espalhamento Raman intenso devido a alta concentragcdo de campo elétrico
formado entre nanoparticulas (4ot spots) sendo um indicativo da incorporagao das AuNPs por
meio da ligacdo dos fragmentos tidis, como ponte, aos substratos. Apos funcionalizagdo com
moléculas de PTAM, o espectro SERS indicou a presenca do agucar, uma vez que o perfil
espectral observado foi similar aquele obtido para o composto no estado sélido. Os diagramas
de Nyquist do eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM apresentaram um aumento substancial de
resisténcia de transferéncia de carga (Rcr = 99,80 Q cm?) em relagio aos eletrodos
Au/BDT/AuNPs (Rcr = 63,50 Q cm?) e Aw/BDT (Rcr = 50,00 Q cm?). A variagdo de Rer
(ARct) do par redox [Fe(CN)s]*”*~ foi utilizada como pardmetro para determinar,
quantitativamente, as bactérias Escherichia coli (E. coli) pelo eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM.
Os diagramas de Nyquist obtidos apos imersao em solugdes de diferentes concentragoes de E.
coli ([E. coli]), permitiram a construg¢do do grafico de ARct vs log[E. coli] a partir do qual se
determinou o limite de detec¢io (LOD) em 8,0 x 10° UFC/mL para essa plataforma sensora,

sendo 11 vezes menor do que o LOD do eletrodo Au/PTAM (8,8 x 10° UFC/mL).

Palavras-chave: monocamada automontada; benzenoditiol; nanoparticulas de ouro; deteccao

de E. coli.



ABSTRACT

This work deals with the results on the formation of a platform composed of a self-assembled
monolayer (SAM) of 1,4-benzenodithiol (BDT) molecules on gold (Au/BDT) on which it was
immobilized gold nanoparticles (AuNPs) functionalized with 4-thiobenzene amminomanose
(PTAM) producing the electrode Au/BDT/AuNPs/PTAM. The modification process of the gold
surface was performed in subsequent steps, all of them spontaneous, with the produced
electrodes being characterized by cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) and surface-enhanced Raman scattering (SERS). At the first step (Auw/BDT), a gold
electrode was immersed in a dimethyl formamide solution containing BDT for different times
reaching an optimum time of 2h according to the surface coverage data (6 = 0.95 for immersion
times of 2h or higher) determined by EIS. The SERS spectra of Au/BDT indicated the BDT
molecules undergo adsorption on gold through one of the sulfur atoms assuming a configuration
close to perpendicular in respect to the surface. For the Au/BDT/AuNPs electrode, the SERS
spectra showed an intense Raman scattering signal due to the high concentration of electric
field formed by the hot spots, indicating the incorporation of AuNPs through the binding of
thiol fragments to substrates. After the functionalization with PTAM, the SERS spectrum of
Au/BDT/AuNPs/PTAM indicated the presence of the sugar based on the similarity with the
spectrum of the molecule in the solid state. The Nyquist diagram of Au/BDT/AuNPs/PTAM
showed a meaningful increase of the charge transfer resistance (Rct = 99.80 Q cm?) in respect
to the electrodes Au/BDT/AuNPs (Rct = 63.50 Q cm?) and Au/BDT (Rer = 50.00 Q cm?). The
variation of Rcr (ARcr) of the [Fe(CN)6]* >~ redox pair was used as parameter to determine the
ability of Au/BDT/AuNPs/PTAM to quantitatively detect the Escherichia coli (E. coli)
bacterium. The Nyquist diagrams obtained after immersion of Au/BDT/AuNPs/PTAM in
solutions of different concentrations of E. coli ([E. coli]), allowed the construction of the ARct
vs log[E. coli] plot from which the limit of detection (LOD) was determined as 8.0 x 10°
UFC/mL, which is 11 times lower than the Au/PTAM biosensor (8,8 x 10° CFU/mL).

Keywords: self-assembled monolayers; benzenedithiol; gold nanoparticles; detection of E.

coli.
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1 INTRODUCAO
1.1 Deteccao de bactérias

As bactérias sao seres microscoOpicos essenciais para o meio ambiente e para a vida
humana. Milhares desses microrganismos estao presentes no corpo humano, sendo importantes
para manter o bom funcionamento e o equilibrio do organismo hospedeiro. Apesar da grande
relevancia para os humanos, as infecgdes bacterianas sdo as principais causas de mortalidade
no mundo [1, 2]. Estima-se que em 2050 havera mais de 10 milhdes de mortes causadas pela
resisténcia a antibidticos [1]. Dentre as milhares de bactérias conhecidas, contudo, apenas

aproximadamente 20 causam infec¢des graves aos humanos [2].

Para combater as bactérias patogénicas, os desafios cientificos vao desde a criagao
de novas vacinas e antibidticos — sendo essa uma area de grande engajamento cientifico e
financeiro — a detecgdo precoce nos alimentos, na 4gua de consumo e nos pontos de atendimento
de saude basica [2-9]. A identificacdo precoce desses microrganismos pode evitar o contagio
entre as pessoas e, consequentemente, diminuir o niumero de infecgdes graves. Mesmo
relevante, a deteccao de patdogenos ¢ um campo que apresenta algumas dificuldades praticas e
cientificas. Apesar disso, o desenvolvimento de métodos eficazes e baratos vem sendo

aprimorado ao longo dos anos [2, 4, 8].

Varios métodos de deteccao analitica sdo usados para identificar e quantificar
bactérias patogénicas, como o método padrdo de cultura em placa, as técnicas moleculares
(andlise de material genético baseado em substancias fluorescentes e na reacdo de cadeia de
polimerase) e os ensaios enzimunoldgicos, com o uso do método ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assays) [2, 10]. Apesar de sensiveis e confidveis, esses métodos
apresentam algumas desvantagens, tais como o alto custo, elevados tempos de andlise e
exigéncia de pessoas qualificadas para os procedimentos laboratoriais [2]. Assim, um grande
desafio enfrentado por cientistas ¢ o desenvolvimento de um método analitico de baixo custo,
rapido, sensivel, especifico, reutilizavel e miniaturizado [2, 9]. Nesse intuito, varios trabalhos
na literatura apontam para o uso de biossensores que sdo artefatos que satisfazem os requisitos
citados acima para a deteccdo de bactérias ou de biomoléculas de modo a otimizar o processo

[2-9].
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1.2 Biossensores eletroquimicos

Os biossensores sdo dispositivos de deteccdo biologica que utilizam o mesmo
principio de funcionamento dos sensores quimicos, ou seja, em que o sinal de uma reagdo
quimica ¢ convertido em um sinal elétrico mensuravel [11,12]. Nesses artefatos, duas
componentes importantes estdo presentes: (i) o sistema de reconhecimento (receptor) que ira
identificar e/ou capturar o analito e (ii) o transdutor, material responsavel por converter o sinal
da reag@o quimica em um sinal elétrico mensuréavel e proporcional a concentrag¢do do analito a
ser detectado [11]. No caso dos biossensores, como o proposito ¢ a deteccao de uma espécie
biologica, a reacdo que ocorre ¢ bioquimica e, portanto, o sistema de reconhecimento ¢
denominado receptor bioldgico (biorreceptor) [11,12]. A Figura 1 mostra uma a representagcao

das componentes de um biossensor.

Figura 1 — Representagdo genérica de um biossensor.

N A
—— - r .
To—— Sinal elétrico
| 4 mensuravel

Sinal bioquimico

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os biorreceptores sdo biomoléculas (proteinas, enzimas, anticorpos, material
genético e carboidratos), ilustrados na Figura 2, capazes, idealmente, de detectar e/ou capturar
a espécie de interesse, apresentando alta sensibilidade e especificidade devido a uma interagao
especifica biorreceptor-analito [2,11-13]. Dessa forma, os biossensores podem ser classificados
quanto ao mecanismo de interagdao entre o biorreceptor e o analito e a resposta bioquimica,
sendo nomeados de biocatalitico ou de bioafinidade. Nos biossensores biocataliticos, utiliza-se
um biorreceptor capaz de catalisar uma reacdo quimica, sendo definida pelo consumo e pela
transformagdo da espécie de interesse em subprodutos. Ja os biossensores de bioafinidade,
utilizam um outro mecanismo de agdo, em que ¢ formado um complexo estavel (biorreceptor-

analito) sobre o transdutor, sem que haja o consumo de analito, sendo gerado um sinal de
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transdugdo. Alguns exemplos de sistemas que utilizam o funcionamento da bioafinidade sdo:

antigeno-anticorpo e lectina-carboidrato [11].

Figura 2 — llustracdo de analitos, biorreceptores, transdutores e sinais analiticos associados a biossensores
genéricos.

Analito Biorreceptores Sinal elétrico
mensuravel
He 'OH
HO' “oH
OH
Anticorpos  Moléculas Proteinas DNA
Transdutores

DNA
M
N
NO)D
l =

Moléculas

Bactérias

T T T T T
41 00 01 02 03 04 05 100 200 300 400 500 6
E. Vs Ag/AgCICT IRe 2

Eletrodo Nanotubo de Nanoparticulas
modificado carbono

Fonte: Elaborado pelo autor.

Diversos trabalhos na literatura classificam os biossensores em relacdo a natureza
do biorreceptor em: (i) enzimaticos — utilizam enzimas como sistema de reconhecimento
biologico e atuam na catéalise de uma reacao bioquimica especifica [14]; (ii) imunossensores —
baseiam-se na reacdo imunologica resultante da interagdo especifica anticorpo-antigeno,
podendo ser imobilizado tanto o antigeno ou o anticorpo sobre a superficie do transdutor [15];
(ii1) genossensores — utilizam, como biorreceptor, sequéncias de oligonucleotideos oriundos de
material genético (DNA ou RNA) capazes de desempenhar uma interacdo especifica de
hibridacdo genética [16,17]; e (iv) carboidrato-proteina — formados pela imobilizacdo de
mono/oligossacarideos ou proteinas sobre a superficie do transdutor, ocorrendo o

reconhecimento especifico entre essas duas espécies [18-22].

Em relacao aos transdutores (também chamados de detectores ou eletrodos), eles
podem ser de diversos materiais, podendo-se citar: eletrodos de metais nobres (ouro, platina,
prata), de carbono (carbono vitreo, grafeno), semicondutores, fotodetectores e cristais
piezoelétricos, dentre outros [2,11-13]. Os transdutores sdo escolhidos de acordo com a técnica
de deteccdo analitica, a seletividade e a sensibilidade. A Figura 2 ilustra alguns transdutores e

sinais analiticos (sinais elétricos mensuraveis) associados ao uso de biossensores. Os
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biossensores também podem ser classificados conforme o sistema de transdugdo de sinal e a

técnica analitica, sendo categorizados em biossensores:

(i)

(ii)

Opticos: que se fundamentam nas mudangas das propriedades 6pticas (absorbancia,
indice de refracdo, fluorescéncia, refletividade) com o intuito de acompanhar o
processo de construcao do biossensor e monitorar a concentragao do analito. Um
exemplo de técnica que esta ganhando bastante relevancia € a ressonancia de plasmon
de superficie (SPR, do inglés, Surface Plasmon Ressonance) que analisa a interagao
biorreceptor-analito baseado na mudanca do indice de refracdo da luz incidida no

sistema [23,24];

Piezoelétricos: que se fundamentam no principio da piezoeletricidade, em que sdo
utilizados cristais anisotropicos (exemplo, cristal de quartzo) como transdutor. Ao
utilizar esse sistema, no inicio, ¢ aplicada uma tensao alternada sobre o cristal de
modo a induzir oscilagdes em frequéncias associadas as caracteristicas mecanicas do
cristal e 2 massa que o compde [25]. Assim, ao ocorrer a imobilizagdo do biorreceptor
sobre o transdutor e, posteriormente, a interagdo biorreceptor-analito, que resulta na
variacao de massa sobre o transdutor, tem-se alteragoes de frequéncia em decorréncia
do mecanismo de oscilacdo do transdutor. Essa variagao de frequéncia ¢ que torna
possivel acompanhar o processo de construciao do biossensor e a sua aplicagdo. Um
exemplo de técnica ¢ a microbalanga de cristal de quartzo (QCM, do inglés, Quartz

Crystal Microbalance) [26,27];

(ii1) Eletroquimicos: sdo capazes de fornecer informagdes sobre corrente, potencial, carga

e resisténcia de transferéncia de carga sobre a construcao do biossensor € a interacao
biorreceptor-analito. De acordo com a propriedade avaliada durante o processo, o
biossensor eletroquimico pode ser subclassificado em: amperométrico,
potenciométrico, condutimétrico e impedimétrico [2-9,12]. Em relacdo a esse
ultimo, utiliza-se a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) que
fornece informacdes a respeito da resisténcia de transferéncia carga (Rcr) entre o
transdutor e um composto redox ativo (ex.: [Fe(CN)s]* ", [Ru(NH3)s]*"*") presente
na fase em contato [28-30]. Assim, quando o transdutor ¢ modificado com um
biorreceptor, esta espécie, em geral, dificulta a transferéncia de carga entre o eletrodo
e as espécies redox em solugdo resultando em aumento do valor de Rer [28]. O

mesmo efeito ocorre quando ¢ formado o complexo biorreceptor/analito sobre a
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superficie do eletrodo. Os diferentes valores de resisténcia de transferéncia de carga
permitem, portanto, avaliar a construgao e aplicacdo de um biossensor impedimétrico

[21,22,28,29].

E importante ressaltar que entre as diversas técnicas analiticas utilizadas para
caracterizar a construcao dos biossensores e, também, a sua aplicagdo, aquelas que utilizam a
transducao eletroquimica de sinal vém se destacando pois podem ser portateis, robustos, de
baixo custo e permitir andlises rapidas, além de apresentar boa eficicia de detec¢do e de
monitoramento dos pardmetros elétricos em fun¢do da concentragdo do analito [12]. Mesmo
apresentando caracteristicas promissoras, o0s biossensores eletroquimicos, para serem
eficientes, exigem o controle de dois fatores determinantes: a amostra que contém o analito € o
tipo de transdutor. Esse ultimo, além de apresentar as caracteristicas citadas, deve permitir a
imobilizagao do biorreceptor sobre sua superficie para um melhor desempenho do artefato [12],
ou seja, aumento de sensibilidade e especificidade com diminui¢cao concomitante de possiveis
interacdes ndo especificas do analito e/ou de espécies interferentes [2,13]. Assim, varios
métodos de modificagdo de substratos (transdutores) sao abordados na literatura, como
eletrodeposicdo de polimeros, nanomateriais, monocamadas automontadas (SAMs, do inglés

Self-Assembled Monolayers), dentre outras [2,11,13].
1.3 Monocamada Automontada

Dentre os métodos de modificacdo de superficie citados anteriormente, as SAMs
sdo as que mais se destacam devido a sua estrutura bem ordenada e empacotada, além do
processo simples de formagdo. As monocamadas automontadas sdo aglomerados moleculares
nanoestruturados resultantes de processos espontaneos de adsor¢ao de moléculas organicas ou
inorganicas sobre superficies, geralmente, soélidas [31-33]. As SAMs sdao formadas pela
imersdo do substrato solido (adsorvente) em uma solucdo liquida ou gasosa contendo as
moléculas do adsorbato que apresentam grupos funcionais com forte afinidade pelo substrato
[31-33]. A estabilidade quimica e a estrutura ordenada das SAMs dependem do tipo de
interacdo que ocorre entre substrato-adsorbato, podendo ser fisissor¢ao ou quimissor¢do. A
fisissor¢do (adsorcdo fisica) apresenta entalpia de adsor¢dio baixa (AHaas < 10 kcal mol™)
ocorrendo, principalmente, pela interacdo intermolecular de van der Walls. A quimissor¢ao
(adsor¢do quimica), por outro lado, apresenta valores mais elevados de entalpia de adsor¢ado
(AHa,gs> 10 kcal mol ™) em decorréncia de interagdes quimicas (covalentes ou idnicas) entre o

substrato e o adsorbato [33].
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A estrutura das SAMs pode ser dividida, genericamente, em trés regides principais,
como descrito na Figura 3 (A) [13,31,32]. A primeira regido, denominado grupo cabeca (o),
tem grande afinidade pelo substrato, local onde ocorre a adsor¢do. A segunda regido, formada
por grupos intermediarios (y), permite interacdes intermoleculares laterais entre as moléculas
adsorvidas vizinhas, contribuindo para a formag¢do de uma estrutura organizada e empacotada.
A terceira regido, a mais externa, ¢ constituida por grupos terminais (3) que proporciona novas
propriedades  fisicas e quimicas a  superficie [31,32], tais como a
hidrofilicidade/hidrofobicidade, a reatividade, sendo suscetivel a realizagdo de reagdes

quimicas, como a imobilizacao de outras espécies quimicas.

Figura 3 — (A) Representacdo geral das regides constituintes das SAMs; (B) SAM da molécula de 1,4-
benzenoditiol (BDT) sobre ouro.

Grupo Funcional
Terminal

SH SH «— B
Grupo
Intermediario
Y
Grupo Cabe¢a — =
a - S S

Substrato Sélido Ouro

(A) (B)
Fonte: Adaptada da referéncia [32]. (Fora de escala).

As SAMs podem ser formadas por diferentes substratos e adsorbatos de acordo com
o objetivo e a aplicagao da superficie modificada. Os substratos podem ser metéalicos (Au, Pt,
Pd, Ag), semicondutores (ZnSe, InP, GaAs) e 6xidos (Al2O3, ITO, TiO,, Si0,). Ja os adsorbatos
podem apresentar diferentes grupos funcionais na regido o, como R—SH, R—COOH, R-OH, R—
NH»2, R-CN dentre outros [31,33]. Varios trabalhos na literatura abrangem a formacao das
SAMs através da adsor¢ao de moléculas organossulfuradas (R—SH) sobre a superficie de metais
nobres [13,28,32,34-36]. Entre eles, destaca-se o ouro, visto que ¢ um metal relativamente
inerte (ndo reage com O2 e nem oxida em temperaturas abaixo do seu ponto de ebuli¢ao), de
facil obten¢do e comumente utilizado como substrato em varias técnicas analiticas e
espectroscopicas — SPR, QCM, SERS (do inglés, Surface-Enhanced Raman Scattering) —

[13,32]. Adicionalmente, os atomos de ouro da superficie formam ligagdes covalentes
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(quimissor¢io, AHags = 40 kcal mol ™! [31,33]) com compostos que contém atomos de enxofre

(grupo cabecga) para formar a ligagdo Au—S resultando em SAMs estaveis e reprodutiveis

[13,31,32].

O grupo funcional terminal da SAM confere novas propriedades a interface
eletrodo/solugdo. Dependendo do grupo terminal (por exemplo, —-COOH, —NH>, —SH), o
substrato funcionalizado pode ser utilizado em diversas areas da quimica, tais como catélise,
corrosdo, reacao de transferéncia de elétrons e no desenvolvimento de sensores quimicos e
bioquimicos [28,34,37-39]. Dando enfoque a esse ultimo campo cientifico, o tipo do grupo
terminal ¢ de extrema importancia para a imobilizagcdo de espécies quimicas (biomoléculas,
nanoparticulas, dentre outras) que constituirdo a interface de reconhecimento do biossensor com

o analito [13,32].

A molécula 1,4-benzenoditiol (BDT), utilizada neste trabalho (Figura 3 (B)),
apresenta dois grupos tidis nas extremidades. Devido as razdes citadas anteriormente, essa
espécie ¢ utilizada para a formagao da SAM sobre ouro, sendo esperado que ocorra a formagao
de uma ligacao covalente (Au—S) entre um dos atomos de enxofre da molécula BDT e 4&tomos
de ouro da superficie [32,40]. Além disso, o &tomo de enxofre da porcao terminal da molécula
proporciona caracteristicas funcionais diferentes a superficie permitindo, por exemplo,

interacdes com nanoparticulas de ouro.
1.4 Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas (NPs) de metais nobres sao materiais que apresentam tamanho
entre 1-100 nm e vém ganhando destaque em diferentes areas (medicina, quimica, fisica)
devido as suas propriedades Opticas, magnéticas, eletronicas e superficiais [41,42]. As
nanoparticulas de ouro (AuNPs), em particular, tétm sido empregadas em varias pesquisas,
notadamente no tratamento de cancer, como drug delivery, € no desenvolvimento de sensores
quimicos e bioquimicos [43—46]. Algumas das caracteristicas mais marcantes das AuNPs sao:
baixa toxicidade, facil preparagdo da solu¢do coloidal, boa biocompatibilidade (quando
modificada apropriadamente) e elevada razao superficie/volume [13,43,46,47]. A motivagao
para incluir AuNPs sobre SAMs utilizadas em sensores eletroquimicos tem origem na sua area
superficial, pois permite a imobiliza¢do de um maior nlimero de espécies quimicas sobre a sua

superficie, ou seja, pode melhorar a sensibilidade analitica [13].
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A fim de atuarem na constru¢do de um biossensor, as AuNPs devem ser
funcionalizadas com biorreceptores apropriados para a detec¢ao de espécies biologicas, como
bactérias. Lin e colaboradores [29] utilizaram AuNPs com o intuito de aumentar a sensibilidade
do biossensor produzido, fornecendo um menor valor de limite de detec¢do (LOD, do inglés
limit of detection) da bactéria Escherichia coli. Os autores desenvolveram duas plataformas
sensoras utilizando o anticorpo anti-E.coli O157 IgG como biorreceptor e eletrodos de ouro
como transdutores. Na primeira plataforma sensora, sem AuNPs, o valor de LOD foi
determinado em 140 UFC mL™'. Apés a imobilizagio das AuNPs funcionalizadas com
moléculas biorreceptores (anti-E.coli 1gG), o valor de LOD baixou para 48 UFC mL™!

demonstrando o aumento de sensibilidade analitica do sistema.
1.5 Deteccao da bactéria Escherichia coli

Dentre as poucas bactérias patogé€nicas aos humanos, podem ser mencionadas a
Salmonella, Listeria, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E. coli), entre outras [9]. Dando
énfase a E. coli, ¢ importante ressaltar que ndo sdo todas as cepas que sdo prejudiciais a saude,
visto que compdem e sdo essenciais para o funcionamento do aparelho digestivo de humanos.
Algumas cepas, porém, podem causar infeccdes. A forma de contdgio mais comum, nesses
casos, ocorre pela ingestao de alimentos e/ou d4gua contaminada. Além disso, a detecg¢ao de E.
coli em alimentos e a4gua, mesmo que de cepas ndo patégenas, ¢ um indicio de contaminagao

por coliformes termotolerantes, tornando a comida e a bebida improprias para consumo.

Dessa forma, varios biossensores sdo desenvolvidos com o intuito de detectar
quantitativamente e/ou qualitativamente a presenca desse microrganismo. A Tabela 1 mostra
alguns trabalhos na literatura de biossensores eletroquimicos construidos para a detecgdo da E.
coli, utilizando as técnicas de impedancia eletroquimica, voltametria de onda quadrada e de

pulso diferencial.
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Tabela 1 — Listagem de alguns biossensores eletroquimicos utilizados para a deteccao de E. coli.

Método eletroquimico Limite de detec¢ao

Plataforma Sensora Biorreceptor Referéncia
e molécula de prova (UFC/mL)
Derivado da D-(+)manose
Eletrodo de Au/a-mannoside Etilenoglicol—SH EIE, [Fe(CN)g]* ">~ 2,3 x 10? 48
(a-mannoside)
Eletrodo de Au/SM_TQ (a-mannoside) VOQ 8,0 x 107 49
Eletrodo de Au/SM_TQ/Concanavalina A Concanavalina A VOQ 25 49
Eletrodo de Au/11-MUA_DTT/Concanavalina A Concanavalina A EIE, [Fe(CN)e]* >~ 75 21
Eletrodo de Au modificado com a eletrodeposi¢do de ~ Anticorpo (anti-fimbrial
‘ o . VPD, [Fe(CN)s]* 10 50
oxido de grafeno/polietilamina E.coli)
Eletrodo de Au/1,6-hexanoditiol/AuNPs/Proteina-G- Anticorpo (anti-E.coli O157
EIE, [Fe(CN)e]* >~ 48 29
SH/Anti-E.coli IgG)
_ ' Anticorpo (anti-E.coli O157
Eletrodo serigrafado de carbono/AuNPs/Anti-E.coli . EIE, [Fe(CN)e]* 7~ 15 51
IgG policlonal)

VDP: Voltametria de Pulso Diferencial; VOQ: Voltametria de Onda Quadrada; EIE: Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica; 11-MUA: 4cido 11-mercaptoundecandico; DTT:

1,4-ditiotreitol; SM: a-D-Manopiranose-2-[2-(2-mercaptoetoxi)etoxi]etil; TQ: 3-((2,5-dimetoxifenil)etinil)tiofeno.
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Muitos trabalhos na literatura propdem biossensores a base de anticorpos como
biorreceptores, visto que essas espécies tém um sistema de reconhecimento especifico em
relagdo a bactéria de interesse (complexo anticorpo-antigeno) [29,50,51]. Novas plataformas
alternativas, porém, estdo sendo desenvolvidas a base de carboidratos [18,48,49,52]. Os
trabalhos nessa linha sugerem que carboidratos simples, como D-manose e L-fucose, interagem
de forma especifica com proteinas presentes na parede celular [18,53]. Para a bactéria E. coli,
tem sido demonstrado que o agticar D-(+)manose apresenta afinidade pela lectina presente na
superficie da bactéria. A proteina lectina apresenta na sua estrutura um sitio denominado
Dominio de Reconhecimento de Carboidrato (DRC) [54] que possibilita uma interacio
especifica com agucares, como a D-(+)manose. A interacdo lectina/D-(+)manose ocorre,
principalmente, pelas interagdes intermoleculares, como ligacao de hidrogénio e van der Waals
[54] entre os aminoacidos e as hidroxilas do agucar. Além disso, quando adicionado residuos
hidrofébicos a estrutura do agtlicar (ex.: compostos aromaticos), a afinidade lectina-D-manose
aumenta devido as interagdes -1 com 0s an€is aromaticos de alguns aminoacidos [18,48,54].
A Figura 4 ilustra a estrutura da molécula 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM) que apresenta

boa afinidade por lectina [18].

Figura 4 — Estrutura da molécula 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM).

HO OH
HO il

N\ //

IUPAC: 6-((4-mercaptofenil)amino)hexano-1,2,3,4,5-pentaol

4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM)
Fonte: Adaptagdo da referéncia [18].

Neste trabalho, € proposto a construcao de um biossensor impedimétrico em que o
biorreceptor ¢ uma molécula derivada do carboidrato D-(+)manose (4-tiolbenzeno
aminomanose — PTAM) imobilizada sobre as nanoparticulas de ouro, formando a plataforma

representada na Figura 5.



Figura 5 — Esquema da plataforma de detecg@o proposta nesse trabalho.

Fonte: Elaborado pelo autor. (Fora de escala).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a constru¢do de um biossensor eletroquimico
para deteccdo da bactéria Escherichia coli. Para tanto, foi proposta a modificagdo de eletrodos
de ouro com moléculas de 1,4-benzenoditiol (BDT) ligadas as nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com a espécie 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM), molécula derivada do
carboidrato D-(+)manose. A transducao do sinal relativo a deteccdo da bactéria foi feita por

voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE).
Os objetivos especificos encontram-se listados abaixo:

e modificar e caracterizar o eletrodo de ouro com moléculas de BDT (Au/BDT) usando as
técnicas de VC, EIE e SERS;

e sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de ouro (AuNPs) por espectroscopia de absor¢ao
eletronica nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis);

e sintetizar e caracterizar a espécie 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM) por espectrometrias
de massa e ressondncia magnética nuclear (RMN);

e modificar o eletrodo Au/BDT com AuNPs ¢ PTAM (Au/BDT/AuNPs/PTAM) e
caracterizar usando as técnicas de VC, EIE e SERS;

e detectar a bactéria E. coli sobre o eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM usando as técnicas de
VC e EIE;

e determinar a curva de calibracio e o Ilimite de deteccdo do biossensor
(Au/BDT/AuNPs/PTAM) eletroquimico frente a E. coli utilizando a técnica de EIE;

e determinar a curva de calibracao e o limite de deteccao do biossensor Au/PTAM frente a E.
coli utilizando a técnica de EIE;

e comparar as curvas de calibragdo e os limites de deteccao da E. coli.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Agua deionizada (18,2 MQ cm a 25 °C, Milli-Q®) foi utilizada para preparar todas
as solucdes aquosas. N, N-dimetilformamida (DMF, 98%, Tedia-Brasil), cloreto e fluoreto de
potassio (KCl e KF, 99%, Sigma-Aldrich), cloreto de sddio (NaCl, 99%, Synth), hidréxido de
potassio (KOH, grau semicondutor 99,99% Sigma-Adrich), acido sulfurico (H2SO4, 99,99%,
Sigma-Aldrich), hexacianoferrato(Il) de potassio (Ks[Fe(CN)es], 98,5%, Acros Organics),
hexacianoferrato(IIl) de potéassio (K3[Fe(CN)g], 99+%, Acros Organics), meio de cultura LB
Broth Miller (Luria-Bertani — BD Difco™), meio de cultura solido LB Agar (Lennox L Agar —
Invitrogen), fosfato de potassio monobasico e dibasico (H2KO4P 99% e HK204P 98%, Sigma-
Aldrich), 4,4’-ditiodianilina ((H2NCeHaS-)2, 99,0%, Sigma-Aldrich), acido acético glacial
(CH3COOH, 99,7%, Synth), acido acético deuterado (CD3CO2D, 99,9%, Sigma-Aldrich),
tetracloreto de ouro(Ill) (HAuCl4.4H>0O, Merck), citrato de s6dio (NazCs¢HsO7, 99% Sigma-
Aldrich) e 1,4-benzenoditiol (BDT, 99%, Sigma-Aldrich) foram utilizados sem purificacdo

prévia.
3.2 Sintese das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram produzidas a partir da reducdo do

I, Au®) utilizando citrato de s6dio aquoso

composto tetracloreto aurico (HAuCls) (Au
(Na3CsHs07) como agente redutor, de acordo com o método desenvolvido por Turkevich et al.
[55] e aprimorado por Frens [56]. O esquema de reducdo e formag¢do das AuNPs encontra-se

representado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema genérico de reducdo e formacao das nanoparticulas de ouro (AuNPs).

(0] ONa

HAuCl,,,

ONa OH ONa

Fonte: adaptada da referéncia [42].
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Uma solucio aquosa de HAuCls 0,25 mmol L™! (50 mL) contida em um baldo de
fundo redondo (100 mL) foi submetida a agitacdo constante em uma chapa de aquecimento a
80 °C quando, entdo, foram adicionados 0,5 mL de uma solugdo 0,1 mol L™ de Na;C¢Hs07. O
sistema permaneceu sob agitacdo por mais 10 minutos até se observar uma coloragdo vermelha
indicando a formag¢ao das nanoparticulas. Em seguida, a solucdo foi deixada em repouso até
atingir a temperatura ambiente e foi armazenada a 4 °C. A solugdo coloidal de AuNPs foi
analisada por espectroscopia eletronica de absor¢do UV-Vis, utilizando o espectrofotdometro

Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-Array.
3.3 Materiais e acessorios eletroquimicos

Os experimentos de eletroquimica foram realizados utilizando-se um potenciostato
Autolab PGSTAT 302N (Echo Chemie, Ultrech, The Nederlands) controlado pelo software
Novav. 1.11 equipado com o modulo FRA2 para obtengao dos dados de impedancia (EIE). As
medidas foram conduzidas em uma célula eletroquimica de vidro com tampa de teflon contendo
quatro orificios para acomodacao do eletrodo auxiliar de platina, em forma de espiral, eletrodo
de trabalho, ouro policristalino (Ageometrica = 0,070 cm?, BAS), e eletrodo de referéncia
Ag/AgCl/Cl" em KCl saturado. Todos os potenciais citados nesse trabalho serdo em referéncia
ao eletrodo Ag/AgCl/CI". No quarto orificio, inseriu-se um tubo de tygon® para saturagao da
solugdo com gas inerte (argdnio). A Figura 7 ilustra a célula eletroquimica utilizada neste

trabalho.

Figura 7 — Ilustragdo de uma célula eletroquimica contendo: (1) eletrodo de referéncia; (2) eletrodo de trabalho;
(3) tubo para gas inerte ¢ (4) eletrodo auxiliar.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 Limpeza do eletrodo de ouro policristalino

O eletrodo de ouro policristalino foi submetido a trés procedimentos de limpeza na

respectiva ordem de execugao:

e limpeza quimica: imersdo do eletrodo em solugdo “piranha” (3v H2SO4/ 1v H202) por 30
segundos;

e limpeza mecanica: polimento em alumina com granulacao 0,05 um seguido de banho
ultrassonico por 2 minutos em um becker contendo agua deionizada para remocdo de
residuos de alumina;

e limpeza eletroquimica: varreduras ciclicas (20 ciclos a 0,5 V s!) de —0,4 a —1,8 V em
solucdo 0,5 mol L™! de KOH. Em seguida, foram realizadas varreduras ciclicas (50 ciclos
a0,5Vs!)de—04al_8V emmeio acido, H2SO4 0,5 mol L™!, a fim de proporcionar

uma superficie morfologicamente reprodutivel.
3.5 Determinacio da area eletroativa do eletrodo de ouro

Ap0s realizagdo dos procedimentos de limpeza, o eletrodo foi submetido a uma
varredura ciclica (1 ciclo a 0,1 V s7!) em solugdo 0,5 mol L™! de H2SO4 na faixa de — 0,2 a +1,6
V. Nessa regido, sao observados os processos caracteristicos da formagao de 6xidos de ouro

[57] como ilustrado na Figura 8.

Figura 8 — Voltamograma ciclico a 0,1 V s™! do eletrodo de ouro policristalino (drea geométrica = 0,07 cm?) em
solugdio de H»SO4 0,5 mol L™! a T=25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A drea eletroativa do eletrodo de ouro policristalino foi determinada a partir da
carga do processo anodico (regido hachurada) correspondente a formagdo do 6xido de ouro
[57]. Esse procedimento de determinagdo da area eletroativa ¢ utilizado para metais que
apresentam processos de oxidacdo/reducdo de oOxidos bem definidos [58]. Para o ouro
policristalino, a densidade de carga relacionada ao 6xido de ouro ¢ de aproximadamente 390

uC cm 2 [59].
3.6 Modificacio do eletrodo de ouro

Apobs os procedimentos descritos nas secdes 3.4 e 3.5, o substrato metélico foi
modificado em 3 etapas para a formagao da plataforma sensora suscetivel a detecc¢ao de E. coli.
Assim, para a etapa 1, o eletrodo de ouro limpo foi imerso em solugdo 1 mmol L™! de BDT em
DMF (N, N-dimetilformamida) a 25 °C em banho termostatico (QUIMIS, Brasil). O tempo de
modificacdo foi determinado experimentalmente pelas técnicas de voltametria ciclica e
impedancia eletroquimica. Em seguida, na etapa 2, o eletrodo modificado (Au/BDT) foi lavado
com DMF e agua deionizada e imerso em solucao coloidal de AuNPs por 2 horas. Apos esse
periodo, o substrato (Au/BDT/AuNPs) foi lavado com dgua deionizada e a imobiliza¢do das
AuNPs na superficie foi avaliada pelas técnicas VC e EIE. Posteriormente, o eletrodo
Au/BDT/AuNPs foi imerso em solu¢io 1 mmol L™! de PTAM em 1:1 H,O/CH3COOH por 2
horas sendo caracterizado, em seguida, pelas técnicas eletroquimicas citadas anteriormente. O
esquema de modificacdo encontra-se ilustrado na Figura 9. Esse procedimento foi realizado
para as medidas eletroquimicas usando os equipamentos descritos na se¢do 3.3. Procedimento
similar foi realizado para o experimento de SERS, detalhado adiante (se¢ao 3.7.3). O método

de sintese da molécula PTAM encontra-se descrito na se¢ao 3.9.
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Figura 9 — Esquema de modifica¢do do substrato de ouro.

Plataforma Sensora

Auw/BDT Auw/BDT/AuNPs Au/BDT/AuNPs/PTAM

I I PTAM
BDT AuNPs 1 mmol L'
2h 2h 2h
—_— —_— ————
Au

Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)

3.7 Caracterizacao da SAM de 1,4-benzenoditiol (BDT)
3.7.1 Determinacgio do valor de pKa da molécula BDT em superficie

Os experimentos para determinac¢ao do valor de pKa da molécula de BDT adsorvida
sobre ouro foram realizados utilizando o potenciostato descrito na se¢ao 3.3. O eletrodo de ouro
policristalino, previamente limpo, foi imerso em uma solugio 1,0 mmol L' de BDT em DMF
a 25 °C em banho termostatico pelo tempo de 2 horas (determinado experimentalmente)
formando o eletrodo Au/BDT. Apos esse periodo, o eletrodo Au/BDT foi submetido a
aplicagdes de potenciais para obten¢do de curvas voltamétricas a 0,025 V s~ em solugdo 0,5
mol L™! de KF contendo [Fe(CN)s]*~ 0,05 mmol L™! em diferentes valores de pH. Os ajustes

dos valores de pH foram realizados com adi¢des de solu¢des de HCl e KOH.
3.7.2 Espectroscopia vibracional Raman e SERS

Os estudos Raman e SERS das SAMs de BDT e PTAM em ouro, tanto em substrato
macroscopio (eletrodo de ouro) como em suspensdo coloidal de nanoparticulas de ouro
(AuNPs), foram realizados no microscopio confocal Raman Alpha300® acoplado via fibra
Optica a um espectrometro de alto-rendimento UHTS 600-VIS® (Witec), equipado com uma
grade de difragdao de 300 linhas/mm. As amostras foram focalizadas com uma lente objetiva de

50x (Zeiss) e excitadas por um laser (tubo de gas He-Ne, Coherent) com radiagao de 632,8 nm
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auma poténcia constante de 1,0 mW (TruePower®, Witec). Os espectros foram adquiridos pela
média de 3 acumulagdes e tempo de exposicao do detector (CCD resfriada por peltier, —60 °C)
de 0,5 s. Todos os espectros SERS foram obtidos ao ar e sem aplicacdo de potencial sendo

denominados, portanto, SERS ex situ.

As SAMs dos compostos BDT e PTAM foram preparadas de forma anéloga ao
processo ja descrito (se¢ao 3.6), como ilustrado representativamente na Figura 10, em que os
espectros SERS foram coletados a cada etapa de formagao das SAMs. Os espectros vibracionais
Raman e SERS foram obtidos no Laboratorio de Espectrocopia Molecular (LEM) do Instituto

de Quimica da Universidade de Sao Paulo, com a colaboragao do Dr. Dieric S. Abreu
Figura 10 — Esquema ilustrativo das etapas (1-4) de formacao da plataforma sensora para detecgdo de bactérias E.

coli baseado no filme molecular de PTAM em AuNP ancorado na SAM de BDT sobre substrato macroscopico de
ouro.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)
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3.7.3 Ativacao do substrato SERS

Neste trabalho, para utilizar a intensifica¢do do espalhamento Raman, o substrato
de ouro, previamente limpo (se¢do 3.4), foi submetido a uma ativacdo eletroquimica. O
procedimento consistiu na realizacdo de ciclos de oxidacdo e redugao (ORCs, do inglés
Oxidation-Reduction Cycles) em uma solugio 0,1 mol L™ de KCI na faixa de potencial de —0,3

a1,3Va0,1 Vs AFigurall apresenta uma curva voltamétrica obtida nessas condigdes.

Figura 11 — Voltamograma ciclico do eletrodo de ouro a 0,1 V s™' em KC1 0,1 mol L.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a ativagdo, a superficie foi submetida a um procedimento de dessor¢do
redutiva em solugdo 0,5 mol L' de KOH com varreduras de potencial a 0,5 V s™! na faixa de
—0,4 a—1,8 V para garantir a auséncia de espécies organicas que podem contaminar a superficie
do ouro. Apos esse protocolo, foi realizado o processo de formagdao das SAMs ja descritas
anteriormente. Além do método de ativacao supracitado, outra metodologia foi aplicada neste
trabalho para obtencdo de um substrato SERS ativo, que consistiu no ancoramento de
nanoparticulas de ouro em um substrato de ouro finamente polido (SERS-desativado, Figura 9.

1-2), de acordo com o procedimento de limpeza do eletrodo de ouro, ja detalhado na se¢do 3.4.
3.8 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

As medidas de EIE foram realizadas na faixa de 0,1 Hz a 30 kHz pela
superimposi¢cdo de um potencial senoidal AC de 10 mV ao potencial aplicado ao eletrodo de

trabalho. Os experimentos foram executados em meio eletrolitico de KF 0,5 mol L™! contendo
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o par redox de ions complexos ferrocianeto(II) e ferricianeto(I1I) ([Fe(CN)s]* >~ 2,5 mmol L™}).
O potencial aplicado ao eletrodo de trabalho foi definido considerando o potencial de equilibrio
do par redox Fe™" (potencial formal) nas condi¢des experimentais, sendo este, portanto, o

potencial de circuito aberto (OCP, do inglés Open Circuit Potential) mensurado.
3.9 Sintese da molécula 4-tiolbenzeno aminomanose —- PTAM

A sintese da molécula 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM) foi realizada seguindo
procedimento descrito na literatura [18], esquematizada na Figura 12. Resumidamente, foram
dissolvidos 0,9 mg (5 mmol) de D-(+)manose em 50 mL de agua deionizada e 0,62 mg (2,5
mmol) de 4,4’-ditiodianilina em 50 mL de &cido acético. A solugdo acida de composto sulfurado
foi adicionada a solu¢do do agucar e o baldo de fundo redondo contendo a mistura foi selado.
Utilizando um agitador magnético e uma chapa de agitacdo, a solugado foi agitada por 1 hora a
20 °C. Apos esse tempo, adicionou-se ao meio reacional uma solugdo aquosa contendo 0,29 mg
(5 mmol) de dimetilamina borano (DMAB) e deixou-se o tubo destampado sob agitagao
constante por 1 hora a 20 °C. O tubo foi selado novamente e a solugdo aquecida para 50 °C e
agitada sob fluxo de gas nitrogénio por mais 1 hora. Terminada a sintese, a mistura foi resfriada
em banho de gelo e filtrada a vacuo, sendo lavada com etanol gelado e com éter etilico por trés
vezes. O solido amarelo obtido foi caracterizado utilizando as técnicas de espectrometria de
massa e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 'H). Essas caracteriza¢des foram
realizadas no Laboratério JRL do Departamento de Quimica na Universidade de Illinois,

Estados Unidos, com a colaboragao do Dr. Adolfo I. B. Romo.

Figura 12 — Esquema simplificado de sintese da molécula 4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM).

HN NH,
HO OH
no, e/
o 0 WOH S—S§
4,4'-ditiodianilina / OH
o™ on > %
HS NH OH
OH

D-(+)manose IUPAC: 6-((4-mercaptofenil)amino)hexano-1,2,3,4,5-pentaol

4-tiolbenzeno aminomanose (PTAM)

O espectro de massa foi obtido utilizando o espectrometro Waters Q-TOF Ultima
EIS com ioniza¢ao por HRESI (do inglés, High Resolution Electro Spray lonization) no modo

ion positivo. A voltagem foi padronizada em +3,4 kV, velocidade de fluxo de N2 em 5 L min™!
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a 300 °C e pressdo do gas nebulizador a 30 psi. Os espectros de RMN foram adquiridos
utilizando um espectrometro Bruker Avance-500, operando em 500,13 MHz para o niicleo 'H
equipado com uma cabega de sonda dupla multinuclear de banda larga de 5 mm (109Ag—31P),
incorporando uma bobina Z-gradiente. Os espectros foram calibrados em relacdo ao composto

acido acético deuterado (AcOH-d4) e corrigidos em relagdo ao tetrametilsilano (TMS).
3.10 Cultivo da bactéria Escherichia coli

O cultivo do microrganismo Escherichia coli foi realizado antes da imersdo do
eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM. E importante ressaltar que os procedimentos descritos a
seguir foram realizados em um ambiente estéril e nas proximidades de uma chama proveniente
de um bico de Bunsen. Além disso, todas as solugdes e materiais utilizados foram previamente

autoclavados a 121 °C ou eram estéreis por garantia do fabricante.

Utilizou-se a cepa BL21(DE3) da bactéria Escherichia coli armazenada a — 80 °C
em 5% glicerol, previamente descongelada e mantida em gelo. O procedimento de cultivo

seguiu trés etapas:

Etapa 1 — Primeiro inoculo: uma alga de platina foi imersa na amostra de E. coli
descongelada e, em seguida, inserida dentro de um tubo contendo o meio de cultura liquido LB
(Luria Bertani — 10 g/L triptona, 5g/L extrato de levedura, 10 g/L NaCl). Apds o indculo, o
crescimento bacteriano ocorreu por 12 h a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm em uma incubadora
do tipo shaker orbital (TE-420 TECNAL®). Passado esse periodo, percebeu-se a mudanca

visual do meio de cultura, tornando-se turvo, o que indicou o crescimento microbiano.

Etapa 2 — Segundo in6culo: a partir da amostra anterior, transferiu-se uma aliquota
de 50 uL para um erlenmeyer contendo, aproximadamente, 50 mL do meio liquido LB para o
segundo indluco. Seguiu-se, entdo, um novo crescimento bacteriano nas mesmas condi¢oes
descritas anteriormente, porém, pelo periodo de 4h, como ilustrado na Figura 13. Apos esse
tempo, a suspensao bacteriana foi separada para dois procedimentos, sendo eles: (i) a contagem
de células vidveis e (ii) a suspensdo e armazenamento da E. coli em solu¢dao tampao fosfato

salino (PBS - HoKO4P + HK>04P) PBS 0,1 mol L™! NaCl 1 g L™!, pH = 7, mantida em gelo.

Etapa 3 — Contagem de células vidveis: também entendido como o método de
contagem de unidades formadoras de colonia (UFC), ¢ uma forma de estimar a quantidade de
bactérias passiveis de multiplicacdo celular em 1 mL de volume (UFC/mL). Para esse

procedimento, retirou-se 1 mL da suspensao bacteriana (segundo indculo) e o adicionou em um
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tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina (NaCl 0,9%) fazendo uma diluicao 1:10. Foram
feitas dilui¢des sucessivas de 107" até 1075, como mostrado na Figura 13. Em seguida, foram
retiradas aliquotas de 100 pL dos tubos com dilui¢des de 107> e 1076 e transferidas para placas
de Petri contendo meio LB so6lido (meio nutritivo LB + 4gar). As aliquotas foram espalhadas
nas placas com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. O procedimento de plaqueamento foi feito
em duplicata para as duas dilui¢des utilizadas. Apods esse procedimento, as 4 placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h em estufa para cultura e bacteriologia (ETHIK TECNOLOGY) a
fim de ser observado o crescimento das colonias. Apds esse tempo, fez-se a contagem das

colonias nas placas.

Para se ter um numero preciso e confiavel de colonias € necessario contar em cada
placa de 30 a 300 coldnias [10,60]. Portanto, nas placas de diluigdo 107>, foram contados 80 e
87 coldnias, sendo o valor médio de 83 coldnias nessa diluicdo. A concentragdo de bactérias

(UFC/mL) ¢ calculada pela Equagado 1 [10]:

numero de colonias

UFC/mL =

(1

Fator de diluigio X volume da aliquota espalhada na placa

em que o niimero de coldnias foi de 83, o fator de dilui¢io de 10~ e o volume da aliquota
espalhada de 100 pL. Nessas condigcdes, a concentragao de unidade formadora de coldnia (UFC)
por mililitro foi de 8,3 x 107 (8,3 x 10’ UFC/mL). Essa foi a suspensdo bacteriana de estoque

empregada neste estudo.
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Figura 13 — Esquema do procedimento de cultivo da bactéria Escherichia coli.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)

O segundo procedimento realizado ap6s a Etapa 3 foi o armazenamento da E.coli
em solucao tampao pH = 7. Para isso, foi centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a 4 °C, 25
mL de uma suspensdo bacteriana contida no erlenmeyer resultante da Etapa 3 em uma
centrifuga refrigerada (Allegra™ 25R Centrifuge). Apds esse procedimento, o sobrenadante foi
descartado e 25 mL de uma solugio tampdo PBS 0,1 mol L™! contendo NaCl 1 g L™, pH = 7,
foi adicionada a mistura que foi, novamente, centrifugada. Esse processo, ilustrado na Figura

13, foi realizado trés vezes para assegurar a retirada do meio nutritivo. Em seguida, a suspensao



36

de bactérias em solucdo tampao foi estocada em um isopor com gelo na geladeira a 4 °C e

utilizada para as medidas de modificacao da plataforma sensora (Au/BDT/AuNPs/PTAM).
3.11 Imobilizacdo da bactéria E. coli sobre a superficie da plataforma sensora

Apos a realizagdao dos procedimentos descritos nas segdes 3.6 e 3.10, o eletrodo
Au/BDT/AuNPs/PTAM foi imerso durante 1 hora em solugdo tampdo PBS 0,1 mol L'
contendo NaCl 1 g L™!, pH = 7, e as células de E. coli suspensas a temperatura ambiente. Esse
processo foi feito a fim de capturar as bactérias na superficie do eletrodo, como ilustrado na
Figura 14. Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando os equipamentos e técnicas

descritos na se¢ao 3.3 ¢ 3.8.

Figura 14 — Esquema de imobilizag@o da bactéria E. coli sobre o eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Espectroscopia Raman e SERS

O efeito SERS, que consiste na intensificacao do espalhamento Raman, vem sendo
explicado, majoritariamente, por dois mecanismos: o eletromagnético (considera a
intensificagdo do campo eletromagnético proximo a superficie do metal) e o quimico (que
considera as modificagdes na polarizabilidade molecular gerada pela interagdo molécula-

substrato). Esse ultimo esta relacionado a formagao de ligagdes quimicas com o substrato, como
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por exemplo, a ligacdo covalente Au—S, apresentada nesse trabalho. Assim, os espectros SERS
podem divergir dos espectros Raman normal pelo aumento de intensidade, deslocamento e até

surgimento de novas bandas [61].

A formagao das SAMs dos compostos BDT sobre o eletrodo e a incorporacgao das
AuNPs, bem como a subsequente formacao da SAM de PTAM nas nanoparticulas ancoradas,
foram confirmadas pelos resultados de espalhamento Raman intensificado por superficie. A
Figura 15 apresenta os espectros obtidos para a sequéncia de montagem apresentada na Figura

10 (secao 3.7.2).

Figura 15 — Espectros de espalhamento Raman: (A) BDT e (C) PTAM; e Raman intensificado por superficie: (B)
Au/BDT, (C) Au/BDT/AuNPs, (D) PTAM em AuNP e (E) Au/BDT/AuNPs/PTAM. A¢= 632,8 nm.
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Os valores das bandas mais relevantes para a caraterizacdo dos eletrodos
encontram-se resumidos na Tabela 6 (se¢do 7 - Anexos). As atribui¢des dessas bandas foram
feitas de forma comparativa, considerando sistemas similares descritos na literatura [40,62—67].

A molécula de BDT ¢ passivel de experimentar equilibrio tautomérico podendo se encontrar na
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forma tiona (-C=8) e tiol (-C—S—H) [36]. A presenca da banda em 909 cm ! no espectro Raman
normal, Figura 15 (A), atribuida a deformacao angular C—SH (B(C—SH)) [65,68,69], indica que
a forma tiol ¢ preponderante. O desaparecimento dessa banda no espectro SERS do eletrodo
Au/BDT, Figura 15 (B) (SERS-ativo), indica que a adsor¢ao das moléculas de BDT sobre ouro
ocorre através de um dos atomos de enxofre e, portanto, em uma configuracao perpendicular a
superficie [68]. Essa configuracdo esta relacionada, também, a formacdo de uma maior
densidade interfacial (decorrente da ligagdo Au—S), pois o aumento do recobrimento superficial
devido ao aumento do tempo de modificagdo da molécula BDT contribui para a maior
perpendicularidade dessa substancia em relacao a superficie [68]. De acordo com a literatura
[70], os modos vibracionais no plano de moléculas adsorvidas em configuragdes
perpendiculares (ou com inclinagdes proximas a perpendicularidade) apresentam, em geral,
intensificacdo e deslocamento para menores valores de frequéncia. De fato, a atribuicao de
configuragdo perpendicular para as moléculas de BDT adsorvidas sobre ouro ¢ corroborada
pelo deslocamento da banda referente ao estiramento C=C do anel benzénico [40] de 1574 cm™!
no espectro Raman normal para aproximadamente 1565 cm ™! nos espectros SERS dos eletrodos

Au/BDT e Au/BDT/AuNPs.

A SAM de BDT atuou como um ponto de ancoramento, bem como um espacador
entre a superficie de ouro do eletrodo (SERS-inativo) e as AuNPs, uma vez que o espagamento
¢ de aproximadamente 0,6 nm (tamanho estimado da molécula de BDT otimizada em software
de modelagem molecular Avogadro 1.2). As nanoparticulas, por sua vez, atuam como um
concentrador de campo elétrico, possibilitando a formagdo de kot spots, dando origem ao
fenomeno de intensificacao do espalhamento Raman via efeito eletromagnético [71,72]. Uma

ilustragao da formagao de hot spots € representada na Figura 16.

Figura 16 — Representagdo ilustrativa da regido hot spot.

. AuNPs Hot spot

SEEPS

Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)
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O espectro apresentado na Figura 14 (C), foi obtido para o substrato SERS-inativo
recoberto com a SAM de BDT incorporada com nanoparticulas de ouro (Au/BDT/AuNPs). A
obtenc¢do de um sinal de espalhamento Raman intenso para esse sistema ¢ um forte indicativo
da formagdo de uma ponte entre o substrato macro (SERS-inativo) e as AuNPs que se estabelece
por meio da ligacdo dos fragmentos tiois aos substratos. Tal hipotese baseia-se no fato de que
a intensificacdo do espalhamento Raman s6 ¢ observada em regides de alta concentracao de
campo elétrico (interacao dos plasmons de superficie dos metais), formando o que se denomina
de hot spots [71,73]. Além do proprio sinal de espalhamento intenso obtido, € possivel observar
que as bandas caracteristicas do composto permanecem ap6s a formacao da SAM sanduichada
entre os substratos de ouro, comparativamente ao espectro Raman do p6é do composto BDT
(Figura 15 (A)). O modo em 910 cm ™! no espectro Raman do p6 do composto BDT, atribuido
ao estiramento v (S-H) [68,74] desaparece apds a formagdo da ponte entre os substratos. Essa
observagao reforca a proposta de formagao da ligagcdo Au—S entre o BDT e os substratos de

ouro, uma vez que tal ligagdo requer a desprotonagdo do grupo tiol [68,75].

O espectro Raman do composto PTAM (po, Figura 15 (D)) apresenta o mesmo
conjunto de bandas presentes no fragmento de BDT, associadas ao anel aroméatico. Destacam-
se as bandas em 1593 e 1568 cm ! (estiramento, v (C-C) e (C-N)), 1162 cm ™! (dobramento, &
(C-C-H)), 1035 cm™! (estiramento, v (S-C)) e em baixos numeros de onda (442-489 cm™', §
(CCC), (COH)) atribuidas aos modos esqueletais do fragmento glicosidico [62—-64].
Comparativamente, o composto PTAM so6lido e o PTAM adsorvido sobre as AuNPs (Figura 15
(E)), apresentam um perfil similar, sendo um indicativo que a espécie derivada da D-manose
esta funcionalizando as nanoparticulas de ouro. Apesar disso, a regido glicosidica nao foi
observada com intensidade na Figura 15 (E) devido, possivelmente, a distancia que essa por¢ao

da molécula se encontra da superficie metéalica o que reduz o efeito de intensificacdo SERS.

De acordo com o espectro apresentado na Figura 15 (F), a subsequente adicao de
PTAM ao sistema formado por nanoparticulas de ouro ancoradas a SAM de BDT
(Au/BDT/AuNPs/PTAM), ndo causa mudangas significativas no perfil espectral. Ainda assim,
sinais presentes na regido de baixos numeros de onda podem ser associados aos modos
esqueletais do fragmento glicosidico do PTAM (472-539 cm!, § (CCC), (COH)). Tais
mudangas espectrais mostram-se pouco significativas para a devida comprovagao da adsor¢ao

do PTAM as AuNPs. E importante ressaltar, entretanto, que a ligagdo do PTAM ¢ esperada
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ocorrer na camada externa das AuNPs, excluindo-as, na pratica, da regido de hot spot. Tal

configuragdo resultaria, de fato, em baixa intensificacao SERS.
4.2 Dessorcao redutiva em meio alcalino

A estabilidade de SAMs formadas por moléculas sulfuradas sobre ouro tem sido
estimada, indiretamente, através da medida da for¢a da ligagao Au—S determinada por varredura
linear de potencial em meio alcalino em sentido redutivo para forcar a dessor¢do [76,77].
Genericamente, o processo pode ser descrito através da reagdo de eletrodo representada na

Equagao (2) [32]:
Au-SR + e —» RS + Au’ (2)

Baseando-se nos espectros SERS apresentados na se¢do 4.1, tem-se que a molécula
BDT ¢é adsorvida sobre ouro através de um dos atomos de enxofre. Sendo assim, a onda
observada no voltamograma ilustrado na Figura 17 pode ser atribuida a reacdo de eletrodo
(Equacao 2).

Figura 17 — Voltamograma linear a 50 mVs™! do eletrodo de ouro ap6s 4h de imersdo solugdo 1,0 mmol L™! de
BDT. Solugio eletrolitica: KOH 0,5 mol L™!, T = 20°C.
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E importante ressaltar que o branco da dessor¢do do ouro limpo em meio alcalino
ndo apresenta processos de reducdo indicando uma superficie livre de moléculas sulfuradas
adsorvidas. O processo de dessor¢ao de SAMs formadas por moléculas sulfuradas sobre ouro
depende de alguns fatores, podendo-se citar: (i) tamanho da cadeia constituinte da porgao
intermediaria; (ii) interacdes intermoleculares; (iii) natureza da ligacdo entre o grupo cabega

(atomo de S) e os atomos da superficie; e (iv) cristalinidade superficial do substrato metélico
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[77]. A dessorcdo de moléculas sulfuradas ocorre, geralmente, em valores negativos (0,5 < E4r

< —1,0 V) devido a forte ligacdo Au-S e as interagdes intermoleculares laterais.

Conforme observado na Figura 17, o valor do potencial de dessor¢ao (Edr) das
moléculas de BDT sobre ouro foi observado em — 0,88 V vs Ag/AgCl/Cl". Comparativamente
a dessorcao das moléculas de 4-mercaptopiridina (Eqr=— 0,64 V vs Ag/AgCl/C1") [35,78], cuja
interacdo com a superficie de ouro ¢ atribuida a ligacdes puramente sigma (o), o valor mais
negativo sugere interagdes pi (m) e/ou um grau de empacotamento relativamente maior devido
as interagdes laterais. As duas contribui¢des consideradas resultam em SAMs mais fortemente

adsorvidas e dificultam, portanto, o processo de dessorgao.

A carga (Q) calculada sob a onda de dessor¢do (area hachurada), permite determinar

o recobrimento superficial (I') sobre o eletrodo através da Equagao (3) [76]:

_ 0
 nFA &)

em que n representa o numero de elétrons envolvidos no processo de dessor¢ao; F' ¢ a constante
de Faraday (96485 C mol™!) e 4 ¢é a 4rea eletroativa do eletrodo. O valor do recobrimento
superficial foi calculado em 33,1 x 107'® mol cm ™2 nas condi¢des da Figura 17. Assumindo que
o processo de adsor¢do ocorre em condigdes de equilibrio, esse valor fornece a concentragao

da espécie na fase solida, ou seja, a concentracdo da espécie adsorvida sobre o eletrodo.
4.3 pKa da monocamada automontada

O grupo funcional terminal () da SAM fornece importantes caracteristicas e
propriedades a superficie. Assim, ¢ necessario compreender e avaliar algumas propriedades
fisicas e quimicas relacionadas ao grupo funcional terminal como, por exemplo, o equilibrio
acido-base ap6s adsor¢ao (determinacao do pKa da SAMs). Entender como a SAM de BDT se
comporta frente a diferentes valores de pH de solugdes € importante para compreendermos 0s
processos subsequentes de formacao da plataforma sensora. A fim de determinar os valores de
pKa de SAMs, a literatura oferece varios métodos usando técnicas de espectroscopia, de
titulacdo por angulo de contato, QCM e eletroquimica [79,80]. Zhao e colaboradores,
propuseram a utilizagdo de voltametria ciclica na presenca de moléculas eletroativas —
[Fe(CN)s]>~ — para a determinacdo do valor de pKa de moléculas monoproticas adsorvidas
sobre ouro [80]. De acordo com os autores, a protonagao/desprotonacdo das moléculas

adsorvidas implica na aproximagdo/afastamento das moléculas de prova (vide ilustragao na
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Figura 18) e, consequentemente, em diferentes valores de corrente. A variagdo nos valores de
corrente €, entdo, associada ao estado de protonagdo das espécies adsorvidas permitindo a
determinagao do valor de pKa. Paulo e colaboradores [35] estenderam o método para moléculas
polipréticas adsorvidas sobre ouro.

Figura 18 — Esquema da interagdo de uma SAM genérica com moléculas de prova anidnicas ([Fe(CN)g]* ) em
solucdes de diferentes valores de pH (R refere-se a uma cadeia carbonica genérica).
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Fonte: adaptada da referéncia [80].

O pKa de superficie ¢ descrito pela reacdo de ionizagao do grupo terminal da SAM
sendo representado genericamente a seguir: HA = A™ + H'. De acordo com a defini¢do de pKa

de uma solucao, a Equagao de Henderson-Hasselbach [81] (4) ¢ dada por:

[HA]

pKa = pH + log (m) 4)

em que [HA] e [A7] sdo as concentragdes das espécies protonadas e desprotonadas,

respectivamente.

Considerando que a corrente total aparente (i) do ion [Fe(CN)s]*~ é composta pela
soma das respostas atribuidas as formas dissociada [A"] e nao dissociada [HA] da SAM, tem-

se [80]:
i =is-[A7] + iya[HA] Q)

em que ia” € ina correspondem as correntes de pico das espécies de prova para a superficie
desprotonada e protonada, respectivamente. Diante disso, [HA] indica a concentracdo de
moléculas adsorvidas ou recobrimento superficial (I'). Admitindo-se que o recobrimento ¢ 1,
tem-se que [HA] + [A] = 1. Dessa forma, usando as Equagdes (4) e (5), € possivel obter a

seguinte expressao [80] (6):
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pKa = pH — log [(M) - 1] (6)

i—ig-

em que ia~ € ina sdo obtidos pelos valores médios dos patamares da curva i vs pH, representada
na Figura 19. De acordo com a Equagao (6), ¢ possivel calcular o pKa da SAM a partir dos
valores das correntes de pico obtidos por voltametria ciclica na presenca de uma espécie

eletroativa em solugdo (ion complexo [Fe(CN)s]*>~, como exemplo).

Figura 19 — Curva ilustrativa i vs pH.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 20 (A) apresenta os voltamogramas ciclicos da SAM de BDT em
superficie de ouro (eletrodo Au/BDT) imerso em uma solugdo de KF contendo [Fe(CN)s]*~ em

diferentes valores de pH.

Figura 20 — (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo Aw/BDT a 15 mVs! em solugdo 0,5 mol L™! de KF de
diferentes valores de pH contendo [Fe(CN)s]*~ 0,5 mmol L' 4 25°C, (B) curva de pKa experimental (®) e simulada
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A partir dos voltamogramas obtidos em solucdes de diferentes valores de pH, pode-

se observar uma diminui¢do de corrente quando se passa de pH 1,98 para 6,08. Atribui-se esse



44

comportamento a crescente repulsdo entre o ion complexo [Fe(CN)s]>~, uma espécie anidnica,
e a SAM a medida que o pH da solugdo se torna menos acido. Ao se elevar o pH da solugao,
aumenta-se a densidade de carga negativa no grupo terminal da SAM, elevando-se a repulsao.
Essa condi¢do afeta a reagdo heterogénea de transferéncia de elétrons (hTE), tornando-a mais
lenta, como indicado pelo afastamento entre os potenciais de pico anoddico e catodico e a
diminui¢do dos valores de corrente de pico. Nas condi¢des estudadas, o limite desse processo
¢ observado em pH 6,08 quando o processo redox do ion complexo [Fe(CN)s]*>~ ndo é mais
observado. A Figura 20 (B) apresenta a curva i vs pH a partir da qual € possivel calcular o valor
de pKa da espécie BDT adsorvida, utilizando a Equacdo (6). Esse grafico foi construido com
os valores de corrente de pico anddico (ipa) (correcdo feita subtragdo corrente capacitiva)
calculados a partir dos voltamogramas da Figura 20 (A), correspondendo, portanto, aos pontos
experimentais (®). A Equacdo (6) descreve a dependéncia dos valores de ipa em relagdo ao pH
da solugdo e foi usada para simular uma curva tedrica (—). Assim, o valor do pKa foi calculado

como 3,60 £ 0,39.
4.4 Cinética de adsorcao das moléculas de BDT sobre ouro

Além dos experimentos para a determinagdo dos parametros fisicos e quimicos,
como a determinagdo do pKa da SAM, do recobrimento superficial e do potencial de dessorgao,
foi necessario avaliar o tempo maximo de imersao do eletrodo de ouro em solugdo da molécula
BDT para formagao do substrato Au/BDT, ou seja, a cinética do processo de adsor¢ao. Para
isso, foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica, usando o
par redox [Fe(CN)s]*>~ em solucdo. A Figura 21 ilustra os resultados obtidos em diferentes
tempos de modificacdo (0 até 4h), sendo em (A) os voltamogramas ciclicos e em (B) os

diagramas de Nyquist.
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Figura 21 — (A) Voltamogramas ciclicos a 100 mV s™! e (B) diagramas de Nyquist do eletrodo modificado
(Aw/BDT) em diferentes tempos de imersdo (0 até 4h). Medidas realizadas em solucdo 0,5 mol L™! de KF contendo
[Fe(CN)g]*"*~ 2,5 mmol L' 225 °C, pH = 6.
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Os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 21 (A) mostram o aumento na
diferenga entre os valores de potenciais de pico (AE, — Tabela 2) e a diminuicdo da corrente
faraddica referente ao processo redox do ion complexo [Fe(CN)s]*7*". Esse comportamento é
atribuido a uma cinética de transferéncia de elétrons gradativamente mais lenta com o aumento
nos tempos de imersdo. Como mostrado nos diagramas de Nyquist, Figura 21 (B), hd um
aumento na resisténcia de transferéncia de carga (Rcr) associada as espécies redox [30,82]. Essa
observacgao ¢ atribuida a dificuldade dessas espécies em acessarem a superficie do substrato
onde ocorre a reagdo hTE. Tal resultado estad associado ao aumento da densidade de
empacotamento da SAM em tempos prolongados de imersdao. Outro fator que contribui para
um processo hTE mais lento, ¢ a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de BDT
desprotonadas e os complexos anionicos em solugdo [35]. Nesse caso, o efeito ndo ¢ tdo intenso
quanto aquele observado nas curvas da Figura 20 (A) (se¢do 4.3 — pKa da monocamada
automontada) devido a concentracdo do ion complexo nos experimentos impedimétricos (5
vezes maior). A maior concentragdo favorece o efeito de difusdo tornando mais efetivo o
processo hTE [30,82]. Além disso, apds 2h de modificagdo, os voltamogramas pouco variam,

indicando a saturagao da superficie

A partir dos diagramas de Nyquist, ¢ possivel calcular o grau de recobrimento
superficial (0) e a constante aparente de velocidade da reacao heterogénea de transferéncia de

elétrons (kapp) usando as Equagdes (7) e (8) [83]:
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6=1- (RCT) (7)

Rer
RT

Koo = etz O

em que Rcr e Rppr sdo as resisténcias de transferéncia de carga para o eletrodo limpo e
modificado, respectivamente, R é a constante dos gases ideais (8,314 ] K™ mol™!), T é a
temperatura (K), F ¢ a constante de Faraday (96485 C mol ') e C é a concentracio do par redox
(mol cm™3). Os parametros eletroquimicos e impedimétricos obtidos a partir dos resultados

apresentados na Figura 21 encontram-se resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Pardmetros eletroquimicos € impedimétricos do par redox [Fe(CN)s]**~ em fungdo do tempo de
imersdo do eletrodo de ouro em uma solugdo 1,0 mmol L™! BDT. Dados obtidos a partir dos resultados
apresentados na Figura 21.

Tempo/ h AEy/ mV vs  Rcr/ 102 Q cm? 0 Kapp/ 107% cm 57!
Ag/AgCl/CI”
0 74 0,238 0 44,7
1 124 1,985 0,880 5,30
2 183 4,395 0,946 2,40
3 183 4,658 0,949 2,20
4 183 4,906 0,951 2,20

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram, claramente, um aumento do grau
de recobrimento superficial e da resisténcia de transferéncia de carga com o aumento do tempo
de imersao do eletrodo na solugao de BDT. De acordo com a literatura [30,83,84], a interface
de eletrodos modificados com alquiltidis com recobrimento superficial (8) superior a 0,900,
apresentam um bloqueio significativo a reagdo hTE sendo reportado valores de kapp da ordem
de 1073 cm s~ !. Neste trabalho, os valores relativamente menores de Kapp (5,322,210 *cm s ™),
sdo atribuidos ao efeito de bloqueio fisico induzido pelo recobrimento das moléculas de BDT
e a repulsdo entre a densidade de carga negativa da SAM (pKa = 3,6) e os ions [Fe(CN)s]* "%,
tendo em vista que os experimentos foram obtidos em solugdo de pH 6,0. Ou seja, as espécies
de BDT estao desprotonadas sobre a superficie do ouro. Ainda assim, a SAM do composto BDT
nao induz um bloqueio total a reacdo hTE. Isso, possivelmente, ocorre devido a presenca de

defeitos na monocamada (pinholes), que sao resultantes do grau de organizagdo das moléculas

sobre a superficie e esta relacionado ao parametro 6 , e ao fendmeno de tunelamento, que € um
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fendmeno quantico que esta relacionado a distancia entre a superficie e as espécies redox em
solucao [30,85]. Admitindo que as moléculas de BDT encontram-se em um arranjo totalmente
perpendicular em relagdo a normal, a distancia entre a superficie e os ions [Fe(CN)s]* 7>~ em
solucdo pode ser estimada em 6 A, ndo considerando as camadas de solvatagdo. Dessa forma,
tanto a presenca de defeitos como o processo de tunelamento justificam a ndo observacdo de

um bloqueio total a reagcdo hTE em estudo [30,85].
4.5 Caracterizacio das AuNPs

O espectro de absorcao eletronica nas regioes do UV-Vis obtido para a solugao
coloidal de AuNPs em agua encontra-se ilustrado na Figura 22 juntamente com o espectro da

solu¢do de HAuCls para fins de comparagao.

Figura 22 — Espectros de absorgdo eletronica nas regides do UV-Vis de uma solugdo 0,25 mmol L™ de HAuCly
(a) e coloidal de AuNPs (b).
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Comparativamente ao espectro da solugdo aquosa do sal de ouro (Figura 22, (a)), a
observagao da banda em 534 nm, atribuida aos plasmons do ouro (Aspr) [86], indica a formagao
das nanoparticulas. Haiss e colaboradores desenvolveram uma relag@o entre os valores de Aspr
das particulas de ouro e seus didmetros, observando uma boa correlacdo entre os resultados
experimentais e tedricos para AuNPs com o diametro médio (Dm) sendo Dm > 25 nm [87]. Essa

relagdo foi satisfeita com a equacao exponencial simulada, Equacao (9) [87]:

Aspr = Ao + LyezPm) )
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em que, L1 =6,53; L, = 0,0216 e Ao = 512 nm, sdo pardmetros de ajuste tedrico. Rearranjando
a Equacao (9), obtém-se uma expressao para calcular o diametro médio das nanoparticulas de

ouro, representada na Equagao (10):

In (flspR— /10)
Ly

Ly

Dp,

(10)

O diametro médio das nanoparticulas sintetizadas foi determinado usando a

Equacao (10) e resultou em 56 + 3% nm.
4.6 Incorporaciao das AuNPs sobre a SAM de 1,4-benzenoditiol

Ap0s a caracterizagdo eletroquimica e espectroscopica, o eletrodo Au/BDT foi
imerso em uma solugdo aquosa coloidal de nanoparticulas de ouro por 2 horas. E importante
ressaltar que a solugdo de AuNPs apresenta pH acido devido as espécies HAuCls presentes que
nao reagiram. Dessa forma, espera-se que o grupo tiol terminal (—SH) das moléculas de BDT
estejam protonados. O processo de incorporagao das AuNPs foi monitorado por voltametria

ciclica e impedancia eletroquimica usando, novamente, o par redox [Fe(CN)e]* 7>~

As AuNPs foram incorporadas em duas situagdes distintas. No primeiro caso
(condicdo 1), o eletrodo de ouro foi modificado com uma solugdo 1,0 mmol L' de 1,4-
benzenoditiol dissolvido em DMF (Au/BDT) e em seguida as AuNPs foram incorporadas
(Au/BDT/AuNPs). Os resultados impedimétricos e voltamétricos sdao apresentados na Figura
23.
Figura 23 — (A) Diagramas de Nyquist e (B) Voltamogramas ciclicos a 100 mVs™ do eletrodo de ouro (—) e dos

eletrodos Au/BDT (—) e Au/BDT/AuNPs (—). Medidas realizadas em solugdo 0,5 mol L' de KF contendo
[Fe(CN)g]*"*~ 2,5 mmol L' 225 °C, pH = 6.
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A partir dos diagramas de Nyquist, ¢ observado um aumento do semicirculo
referente a resisténcia de transferéncia de carga (Rcr) entre eletrodo/solugdo de par redox apos
a formacdo da SAM de BDT sobre o ouro, sendo este comportamento ja comentado
anteriormente. Porém, quando as AuNPs sdo incorporadas, o Rer diminui (Figura 23 (A) e),
indicando que a adi¢cdo das nanoparticulas de ouro forma uma camada condutora sobre a
superficie Au/BDT facilitando a reagao redox na interface. Além disso, os voltamogramas
ciclicos mostrados na Figura 23 (B) corroboram com o comportamento eletroquimico
observado na EIE. Os parametros eletroquimicos e impedimétricos, como varia¢ao de potencial

]*7*~ sdo mostrados na

de pico, Rct e constante aparente de velocidade do par redox [Fe(CN)s
Tabela 3. Os valores apresentados na Tabela 3 mostram que, apds a incorporagdo das AuNPs,
houve uma diminui¢do dos valores de AE, e Rct € aumento do valor de kapp em comparagdo ao
eletrodo Au/BDT, indicando maior facilidade de ocorréncia da reagdo de transferéncia de carga
entre o eletrodo e as espécies redox ([Fe(CN)s]* ") presentes em solugdo. Esse comportamento

experimental era esperado, visto que as nanoparticulas metalicas podem agir como espécies

condutoras elétricas [41,88,89].

Tabela 3 — Parametros eletroquimicos e impedimétricos do par redox [Fe(CN)s]* 7>~ em fungdo da modificagio do

eletrodo de ouro. Condigdo 1 - dados obtidos a partir dos resultados apresentados na Figura 23; Condigo 2 — dados
obtidos a partir dos resultados apresentados na Figura 24.

Eletrodo AEy/ mV vs Ag/AgCl/CI” Rcr/ Q em? Kapp/ 1073 cm s7!
Condicao 1
Au 71 6,4+1,5 17,3 +4.8
Au/BDT 101 92,5 + 10,2 1,1 £0,1
Au/BDT/AuNPs 86 61+ 10,8 1,8+0,3
Condic¢ao 2
Au 72 6,2+ 0,1 17,3+0,3
Au/BDT 86 53,1+5.4 2,0+0,2
Au/BDT/AuNPs 113 98,0 + 12,0 1,1£0,1

A medida que os experimentos foram repetidos, porém, foi observado que a solugio
de BDT 1,0 mmol L' em DMF apresentava mudanga de coloragdo, saindo de amarelo claro
limpido para branco turvo. Compostos sulfurados em solventes apréticos podem experimentar
reagdes de equilibrio tiol-dissulfeto [90]. Como o composto BDT possui dois grupos —SH nas

extremidades, possivelmente ha a formagdo de agregados moleculares em solucdo. Diante
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disso, foi necessario reduzir a concentragdo da solu¢do usada para modifica¢do, diminuindo
para 0,1 mmol L™! em DMF, além de, também, reduzir a temperatura em que 0corre 0 processo
de adsor¢do para 15 °C. Essa abordagem foi feita para minimizar e retardar a formagao de
agregados moleculares de BDT em solugdo e, consequentemente, de adsorver sobre o eletrodo
de ouro. Portanto, foram realizados experimentos adicionais empregando-se a nova condigdo
de modificagdo, permanecendo o tempo de 2 horas. Os resultados impedimétricos e
voltamétricos obtidos nessa condigdo diferenciada estdo ilustrados na Figura 24.

Figura 24 — (A) Diagramas de Nyquist e (B) Voltamogramas ciclicos a 100 mVs™" do eletrodo de ouro (—) e dos

eletrodos Au/BDT (—) e Au/BDT/AuNPs (—). Medidas realizadas em solugdo 0,5 mol L' de KF contendo
[Fe(CN)g]*"*~ 2,5 mmol L' 225 °C, pH = 6.
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O diagrama de Nyquist do eletrodo Au/BDT (Figura 24 (A) e) apresentou um
aumento de Rcr relativamente menor quando comparado aos experimentos anteriores (Figura
23 e Tabela 3 — Condigao 1). Esse comportamento € esperado, visto que a concentragao de BDT
foi reduzida 10 vezes e o tempo de modificacdo permaneceu o mesmo. Assim, espera-se que
uma menor quantidade de moléculas experimente adsor¢do dentro do mesmo intervalo de
tempo. No voltamograma ciclico (Figura 24 (B)) ¢ possivel notar que quase ndao houve
deslocamento dos potenciais de pico de oxidacdo e reducdo da espécie redox [Fe(CN)s]* ",
corroborando com a observagdo de que menos moléculas de BDT se adsorveram, ou também a
maior quantidade de defeitos na formac¢do da SAM, resultando em um menor bloqueio efetivo
para a ocorréncia da reacdo hTE. Porém, quando as AuNPs foram incorporadas, os perfis

impedimétricos e voltamétricos mudaram em comparagdo com o0 ja visto em experimentos

prévios. A imobilizagdo das nanoparticulas de ouro sobre a SAM de BDT resultou em um
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aumento do Rcr e da AE, (valores mostrados na Tabela 3 — Condi¢do 2) e diminui¢do da

corrente faradaica referentes ao processo redox da espécie [Fe(CN)s]* .

Os valores de Rcr, AE, e kapp indicam que as AuNPs imobilizadas atuam
bloqueando a transferéncia de carga entre eletrodo/solucao de par redox. Esse comportamento
ndo foi observado na condigdo 1, mas se repetiu em todos os experimentos na condi¢ao 2. Duas

hipoteses sdo sugeridas a seguir para tentar justificar esse comportamento:

Hipétese (I). Na condi¢do 1 (BDT 1,0 mmol L' em DMF), sugere-se a ocorréncia de adsor¢io
especifica (via dtomo de S) e ndo especifica (agregados) de moléculas de BDT. Essa
configuragdo resultaria em uma passivagdo parcial da superficie com consequente aumento do
valor de Rcr (Figura 23 e Tabela 3 — Condigdao 1). Na etapa seguinte (imobilizagdo das
nanoparticulas), a interagdo preferencial das AuNPs com o dtomo de enxofre das moléculas de
BDT adsorvidas sobre a superficie induziria a retirada dos aglomerados da interface
aumentando a quantidade de poros na monocamada e facilitando, consequentemente, o acesso
das moléculas de prova a superficie do eletrodo. A existéncia dos poros, portanto, justificaria a

observagao experimental de diminui¢ao no valor de Rer (Figura 23 e Tabela 3 — Condigao 1).

Hipétese (II). Para a condigdo 2 (BDT 0,1 mmol L' em DMF), sugere-se, majoritariamente, a
ocorréncia de adsorcao especifica (via atomo de S). Nesse caso, assume-se a formagao de uma
monocamada de BDT mais empacotada que resultaria em uma maior aproximagao das
nanoparticulas de ouro e, consequentemente, em um aumento da densidade de carga negativa
na interface (grupo citrato desprotonado). Considerando que as espécies redox em solugao sao
aniodnicas ([Fe(CN)s]*73"), essa condi¢do implica em aumento de repulsio justificando, assim,
o aumento no valor Ret (Figura 24 e Tabela 3 — Condigado 2). Uma ilustragdo das hipoteses €

representada na Figura 25.
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Figura 25 — Ilustracdo genérica das hipoteses 1 e 2.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)

E importante ressaltar que os resultados impedimétricos e voltamétricos
apresentados ndo sdo conclusivos. Portanto, sdo necessarios estudos adicionais tanto para
compreender a estrutura dos possiveis agregados moleculares formados em solu¢dao, como
também para se validar uma das hipdteses sugeridas, utilizando, possivelmente, a técnica de

SPR.

Ademais, tendo em vista a maior estabilidade da solu¢ao modificadora de BDT na
condi¢do 2, esta foi adotada para a continuagdo da constru¢do da plataforma sensora para

detec¢do da bactéria E. coli.
4.7 Caracterizacio 4-tiolbenzeno aminomanose - PTAM

Ap0s a sintese e purificacdo do composto PTAM obteve-se um so6lido amarelo o
qual foi analisado por espectroscopia de massa e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H). O espectro de massa da molécula PTAM, ilustrado na Figura 26, é consistente com
os resultados publicados na literatura [18,91] indicando o sucesso no isolamento desta
molécula. A relacdo massa/carga (m/z) 290,05 obtida no espectro esta de acordo com a relacao
m/z 290,11 [M+H]" calculada referente a espécie ion protonada Ci2H20NOsS™. A massa

molecular dessa substancia ¢ 289,10 g/mol.
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Figura 26 — Espectro de massa da molécula PTAM ionizada (C12H20NOsS™).
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O espectro de RMN !'H, apresentado na Figura 27, apresentou os sinais esperados

em concordancia com a literatura [18,91]. Os sinais situados na faixa de deslocamento quimico

(8) de 3,35 até 4,00 ppm sao referentes aos hidrogénios da ligagdo C—H presentes na por¢ao da

molécula derivada do agucar D-(+)manose. As integragdes desses sinais correspondem a um

valor de 8 hidrogénios presentes na molécula, o que esta de acordo com a estrutura apresentada.

De acordo com o espectro de RMN 'H da D-(+)manose em D>O reportado na literatura [18], o

hidrogénio do carbono anomérico apresenta sinais em 4,93 e 5,21 ppm. Porém, ao formar o

composto PTAM, esses sinais desaparecem, como esperado.

Figura 27 — Espectro de RMN H! a 500 MHz em 1:1 D,O/CD;COOD para o composto 4-tiolbenzeno

aminomanose.
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Os sinais em 7,09 e 7,24 ppm sdo referentes aos hidrogénios da por¢ao fenilica do
composto PTAM. Esses sinais sdo observados em 6,73 ¢ 7,85 ppm na molécula de partida,
4,4’-ditiodianilina [18]. Tanto os deslocamentos quimicos como as multiplicidades dos sinais
estdo de acordo com a estrutura e consistentes com os dados da literatura [18,91]. Por outro
lado, o surgimento dos sinais em 6,85 e 7,43 ppm (tripletos), ndo guardam relagdo com os dados
j& publicados para o composto PTAM. A rotacao livre da ligacao que conecta o nitrogénio a
por¢ao do agucar, porém, pode proporcionar uma conformac¢ao em que um hidrogénio das
hidroxilas se acopla a um dos hidrogénios fenilicos, gerando um tripleto e justificando a
observacao desses sinais. As integragdes dos sinais em 6,85 a 7,43 ppm sugerem a presencga de
4H na porg¢ao fenilica da molécula PTAM, o que estd de acordo com a sua estrutura. Dessa
forma, os espectros ilustrados nas Figuras 25 e 26 sdo consistentes com os reportados na

literatura [18,91], sugerindo que o composto PTAM foi sintetizado com éxito.

4.8 Funcionalizacao do eletrodo Au/BDT/AuNPs com a molécula PTAM e detec¢ao

da Escherichia coli

ApoOs a sintese e a caracterizagao espectroscopica da molécula PTAM, ela foi
empregada para a funcionalizacdo do eletrodo Au/BDT/AuNPs. A sua imobilizagcdo ocorreu
através da formagao da ligacdo Au—S entre os atomos de ouro das nanoparticulas e o &tomo de
enxofre (grupo cabeca) da molécula PTAM. A funcionalizagdo desse eletrodo foi avaliada por
técnicas eletroquimicas (VC e EIE) utilizando o par redox [Fe(CN)s]* ">~ como moléculas de

prova. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 28.
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Figura 28 — (A) Diagramas de Nyquist do eletrodo de ouro, Au/BDT, Au/BDT/AuNPs, Au/BDT/AuNPs/PTAM e
Au/BDT/AuNPs/PTAM/E.coli. (B) Circuito equivalente para ajuste das curvas impedimétricas. Medidas
realizadas em solucdo 0,5 mol L™! de KF contendo [Fe(CN)s]*"*~ 2,5 mmol L' a 25°C, pH = 6. Os simbolos
correspondem aos resultados experimentais e as curvas solidas aos resultados de ajuste tedrico com o circuito
equivalente.
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Os diagramas de Nyquist ilustrados na Figura 28 mostram que a funcionalizacao
das AuNPs com a espécie PTAM ocasionou o aumento do valor Rcr entre eletrodo/solugdo
contendo espécies redox ([Fe(CN)s]*”*7). Esse comportamento era esperado visto que as
moléculas de PTAM atuam como mais uma barreira fisica bloqueando a transferéncia de carga.
ApoOs a construgdo completa da plataforma sensora (Au/BDT/AuNPs/PTAM), o eletrodo foi
imerso em uma suspensdo de bactérias E. coli (2,6 x 107 UFC/mL). O diagrama de Nyquist
obtido apds a imobilizagdo das bactérias (diagrama verde na Figura 28 (A)) indica um aumento
do valor de Rer devido a imobilizagdo das bactérias sobre o eletrodo, formando
Au/BDT/AuNPs/PTAM/E.coli. Essa imobilizacao das células ocorreu através das interagoes
intermoleculares existentes entre a espécie PTAM e as proteinas lectinas presentes na superficie
da bactéria. A Figura 28 (B) ilustra o circuito equivalente de Randles usado para ajustar os
resultados experimentais onde, além do elemento Rcr, sdo incluidos a resisténcia da solugdo
(Rs) e os elementos de constante de fase (CPE) e difusional de Warburg (W). Esses

componentes de circuito foram associados a cada camada de modificacao do eletrodo de ouro



56

de maneira a conferir valor fisico a cada elemento. Os ajustes ndo-lineares utilizando esse
circuito sao apresentados como linhas solidas nos diagramas de Nyquist apresentados na Figura
28 (A) e os valores dos elementos de circuito sdo mostrados na Tabela 4. E importante ressaltar
que o circuito de Randles ¢ retratado, geralmente, utilizando um capacitor (C) referente a
formag¢dao da dupla camada elétrica (Cq) ao invés do CPE. Entretanto, os sistemas
eletroquimicos fogem da idealidade e o componente CPE ¢ utilizado por melhor representar a
regido interfacial (eletrodo/solugdo) de um sistema nao homogéneo. O elemento de constante
de fase € representado por Zcpe = Q (jo) %, em que Zcpe € a impedancia do CPE, Q é o pardmetro
CPE, j ¢ a unidade imagindria, ® ¢ a frequéncia angular e o ¢ um valor que representa o quao
proximo de um capacitor ideal o sistema se encontra, em que o = 1 indica um capacitor ideal

[92].

Tabela 4 — Elementos de circuito ajustados as respostas impedimétricas da Figura 28 (A).

Eletrodo OCP/Vvs Rs(E%) Rcr(E%)  CPE105 o (E%) W (E%)Qs"s
Ag/AgCICIT O cm? Q cm? (E%)

Au 0,241 7,00 (0,2) 225(1,8)  21,85(3,4) 093(0,5 93,70 (0,3)

Au/BDT 0,243 6,68 (0,6) 50,00 (0,5)  8,13(0,8) 094 (0,1) 92,82 (0,7)

Aw/BDT/AuNPs 0,245 6,07 (1,0) 63,50 (0,8)  6,84(1,0) 094 (0,1) 95,00 (1,2)

Aw/BDT/AuNPs/PTAM 0,245 6,34 (1,8) 99,80 (12)  645(1,8) 0,93(0,3) 96,74 (2.4)

Au/BDT/AuNPs/PTAM/ 0,246 6,02 (3.7) 265,91 (2,8) 5,63 (2,6) 0,92 (0,4) 104,71 (6,6)
E.coli

A partir dos dados resumidos na Tabela 4, podemos destacar os pardmetros Rcr,
que aumenta a medida que mais espécies quimicas sdo imobilizadas sobre o eletrodo de ouro,
e da componente de Warburg, que esta relacionada ao processo de difusdo das espécies redox
[Fe(CN)s]*"*~ dentro da dupla camada elétrica (DCE). De acordo com os valores de W, é
possivel aferir que a modificagdo consecutiva do eletrodo de ouro com espécies passivadoras

dificulta a difusdo das espécies eletroativas pela DCE.

Assim, para verificar a sensibilidade da plataforma sensora desenvolvida
(Au/BDT/AuNPs/PTAM), o eletrodo foi imerso em diferentes suspensdes de E. coli na faixa
de concentragdo de 8,3 x 10° a 8,3 x 10’ UFC/mL por 1 hora. Apds o periodo de captura das
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células de bactéria, o eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM/E.coli foi caracterizado utilizando a

técnica EIE. Os resultados impedimétricos encontram-se ilustrados na Figura 29.
Figura 29 — Diagramas de Nyquist do eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM/E.coli em diferentes concentragdes de E.

coli em solugdo tampdo PBS 0,1 mol L' e NaCl 1 g L™'. Medidas impedimétricas realizadas em solucdo 0,5 mol
L' de KF contendo [Fe(CN)s]*"*~ 2,5 mmol L' 4 25°C, pH = 6.
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Os diagramas de Nyquist ilustrados na Figura 29 evidenciam que o aumento da
concentracdo de bactérias no meio ocasiona o aumento do valor de Rcr referente a reagao
heterogénea de transferéncia de carga eletrodo/solugdo de par redox, como mostrado na Tabela
6. Esse comportamento impedimétrico ¢ esperado pois, quanto maior a quantidade de E. coli
no meio, mais células irdo interagir com a espécie PTAM na superficie do eletrodo, dificultando

]4*/3*

a transferéncia de carga entre o ouro e os anions [Fe(CN)g . Além dos valores de Rcr, a

Tabela 5 também mostra os valores calculados de Kapp.
Tabela 5 — Parametros impedimétricos do par redox [Fe(CN)6]4—/3— em fun¢do da modificagdo do eletrodo

Au/BDT/AuNPs/PTAM em diferentes concentragdes de E. coli. Dados obtidos a partir dos resultados apresentados
na Figura 29.

Au/BDT/AuNPs/PTAMV/E.coli

Concentracao de E. coli no meio/
Rct/ Q cm? kapp/ 10* cm s7!

UFC/mL

8,3 x 10° 145,04 7,3
2,6 x 10° 178,53 6,0
8,3 x10° 227,92 4,8
2,6 x 107 265,91 4,0

8,3 x 107 431,42 2,5




58

A partir dos diagramas de Nyquist obtidos em diferentes concentracdes da bactéria
E. coli (Figura 28) foi possivel construir uma curva de calibragdo para esse sistema, ilustrado
na Figura 30, em que se correlaciona a variagdo dos valores de Rcr (ARct) do par redox
[Fe(CN)s]* "~ com o logaritmo da concentracdo de E. coli (log[E. coli]) Os valores da ARct

sao calculados de acordo com a Equacao 11:

ARCT — RCT(E.coli)_RCT(sensor) (1 1)
ReT(E.coli)
em que Rcr@Eceoiy € ReTeensoy sa0  os  valores Rer  associados aos eletrodos
Au/BDT/AuNPs/PTAM/E.coli e Au/BDT/AuNPs/PTAM, respectivamente. Os experimentos
foram realizados em triplicata e o erro encontra-se indicado nas barras em cada ponto da curva
ilustrada na Figura 30.
Figura 30 — Curva de calibrag@o do eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM em resposta a variagdo de concentracdo da

E. coli no meio. Grafico de ARcr vs log[E. coli] (n = 3). O simbolo (®) corresponde ao resultado experimental e a
linha sélida (==) ao ajuste linear dos pontos.
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Através do ajuste linear dos resultados experimentais, representado pela linha solida
em vermelho, a equagdo da reta determinada é y = 0,4x — 2,2, sendo R? = 0,997, indicando boa
correlagdo entre os dados experimentais e a linha de regressao ajustada. Dessa forma, com base
nas orientacdes de validagdo de métodos analiticos fornecido pelo INMETRO [93] e com a
curva de calibragdo, o limite de deteccao (LOD) do método desenvolvido nesse projeto ¢ 8,0 x
10° UFC/mL. Comparando com os trabalhos ja publicados na literatura (Tabela 1 — segdo 1.5),
a plataforma sensora desenvolvida (Au/BDT/AuNPs/PTAM) apresentou alto LOD. Uma
possivel explicagcdo para isso € a forte interagdo intermolecular existente entre as espécies

PTAM, como ilustrado na Figura 31.
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Figura 31 — Proposta de configuracio do eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM ressaltando as ligacdes de hidrogénio
entre as espécies PTAM imobilizadas sobre as nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (Figura fora de escala)

Para ocorrer a interagdo entre o PTAM e a proteina lectina, ¢ necessario que a
por¢do D-manose esteja disponivel o que, possivelmente, estd ocorrendo em baixa escala ou
nao esta ocorrendo. Uma maneira de otimizar essa plataforma sensora seria a utilizagao de uma
camada mista de moléculas adsorvidas sobre as nanoparticulas de ouro [21,48]. A camada mista
tem o objetivo de intercalar as espécies PTAM, diminuindo as ligagdes de hidrogénio laterais
existentes (interacdo intermolecular mais forte que ocorre nessa situagdo) e disponibilizando a
porcao do agucar para interagir com a lectina presente na bactéria E. coli. Além disso, uma
outra hipotese para o alto valor de LOD do sistema diz respeito ao método de modificagao da
plataforma sensora com a bactéria. O eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM ¢ imerso em uma
suspensdo contendo a E. coli, em que as células sdo seres na ordem do micrometro (2 um x 0,5
um) com massa de, aproximadamente, 1 x 10712 g [94]. Isso significa que as células tém a
tendéncia de se depositarem no fundo do eppendorf dificultando o contato com as espécies

PTAM na superficie do eletrodo.

Apesar das explicacdes apresentadas, ¢ importante ressaltar que alguns trabalhos da
literatura (Tabela 1 — se¢do 1.5) utilizam imunossensores para detec¢do de E. coli, baseados na
interagdo especifica antigeno-anticorpo [29,50,51]. Esse tipo de sistema ¢ extremamente
especifico, o que proporciona um menor limite de detec¢cdo. Porém, uma desvantagem desses
sistemas ¢ o elevado custo da plataforma sensora, em especial do anticorpo utilizado como
biorreceptor, imobilizado sobre o biossensor. Dependendo do fabricante, o pre¢o dos anticorpos
utilizados para deteccdo de E. coli podem variar de R$ 2000,00 a R$ 4000,00, sendo o volume

da aliquota vendida de 100 uL — 1 mL [95-97]. Devido a isso, ¢ crescente o desenvolvimento
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de plataformas sensoras alternativas para a deteccdo da bactéria E. coli que utilizem sistemas
de reconhecimento mais baratos, como o apresentado nesse projeto. Os precos dos principais

reagentes utilizados estdo apresentados na Tabela 7 situada nos anexos (se¢ao 7.1).
4.9 Sensibilidade analitica

A fim de avaliar a sensibilidade analitica da plataforma sensora proposta neste
trabalho (Au/BDT/AuNPs/PTAM), construiu-se a plataforma Au/PTAM, sendo o biorreceptor
(PTAM) diretamente imobilizado sobre a superficie do substrato de ouro pela formacao da
ligacdo Au—S. Assim, foi plotada uma curva de calibracdo para essa nova plataforma, indicada
na Figura 32. As curvas em (a) e (b) da Figura 32 sdo, respectivamente, do eletrodo
Au/BDT/AuNPs/PTAM e do eletrodo Au/PTAM em resposta a interagdo com a bactéria E.
coli.

Figura 32 — Comparacdo das curvas de calibra¢do dos eletrodos (a) Au/BDT/AuNPs/PTAM e (b) Au/PTAM em

resposta a variacao de concentracdo da E. coli no meio. Grafico de ARcrt vs log[E. coli] (n = 3). Os simbolos (®) e
(@) correspondem aos resultados experimentais e as linhas sélidas (==) e (==) ao ajuste linear dos pontos.
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Esse estudo foi realizado a fim de avaliar como a incorporagdo de nanoparticulas
de ouro na superficie aumentam a sensibilidade analitica do sensor. De acordo com as curvas
(a) e (b) da Figura 32, podemos observar que quando se tem AuNPs a curva de calibragao possui
uma maior inclinacao (coeficiente angular), o que indica maior sensibilidade da calibragao. Isso
acontece devido ao aumento da razao superficie/volume com a incorporacdo das AuNPs, em
que mais moléculas de PTAM sdo imobilizadas sobre a plataforma sensora, possibilitando a
maior captura das células de E. coli. Em contrapartida, quando as moléculas de PTAM sao

adsorvidas sobre a superficie do eletrodo de ouro limpo, formando uma monocamada
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automontada (Au/PTAM), devido a menor quantidade de sitios ativos de adsor¢do estarem
disponiveis, menos espécies sao adsorvidas, o que impacta diretamente no grau de interagdo e
imobiliza¢do das células bacterianas. O LOD para a plataforma Au/PTAM é de 8,8 x 10°
UFC/mL, o que ¢ 11 vezes menor do que o LOD do eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM.
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que as moléculas de 1,4-
benzenoditiol (BDT) adsorvidas sobre eletrodo de ouro formam uma monocamada
automontada (SAM, Au/BDT). Por meio da correlacdo entre os espectros SERS e Raman
normal, particularmente em relacdo aos modos de deformacgao e estiramento da ligacdo S—H
(910 cm™"), foi possivel afirmar que o processo de adsor¢iio ocorreu através de um dos 4&tomos
de enxofre, formando a ligagdo Au—S. A reagdo de eletrodo atribuida a reducao dessa ligacao,
foi observada em —0,88 V vs Ag/AgCl/Cl™ (potencial de dessorc¢ao redutiva, Eqr) por voltametria
de varredura linear em meio alcalino. O valor de Eq: indica que as moléculas se encontram
covalentemente ligadas aos a&tomos de ouro da superficie (processo de quimissor¢ao). Além
disso, a partir da onda de redugdo, pdde-se determinar a quantidade de espécies adsorvidas,
sendo 33,1 x 1071 mol cm 2. O valor de pKa da SAM de BDT foi calculado em 3,60 + 0,39 a
partir da correlagdo entre os valores de corrente faraddica do ion complexo [Fe(CN)s]*™ em
solucdo, obtidos por voltametria ciclica (VC), e as concentracdes das espécies protonada e
desprotanada da SAM. A partir de experimentos de espectroscopia de impedancia eletroquimica

>4, foram

(EIE) para o eletrodo Au/BDT em solucdo contendo os ions complexos [Fe(CN)g
obtidos os seguintes parametros impedimétricos: resisténcia de transferéncia de carga (Rcr),
grau de recobrimento (0) e constantes de velocidade aparente (kapp). As medidas de EIE obtidas
para eletrodos de ouro modificados ap6s diferentes tempos de imersao em solucao de BDT,
indicaram um aumento nos valores de Rct com o aumento do tempo de imersdo até se atingir
um patamar de saturag¢do da superficie apos 2h. Para esse tempo de imersdo, os valores de 0 e

Kapp resultaram em 0,951 € 2,20 x 10 cm s°!

, respectivamente. O espectro de absor¢do
eletronica nas regides do UV-Vis da solu¢do coloidal das nanoparticulas de ouro (AuNPs)
sintetizadas apresentou uma banda com maximo em 534 nm atribuida ao plasmon do ouro. Para
este valor de comprimento de onda, a correlagdo com parametros teéricos indicou um diametro
médio (Dm) de 56 nm. A incorporagdo das AuNPs sobre o eletrodo Au/BDT foi feita por
imersdo (2h) formando a superficie Au/BDT/AuNPs. Essa nova superficie foi caracterizada por
SERS, VC e EIE. Comparando-se os espectros SERS dos eletrodos Au/BDT e Au/BDT/AuNPs,
houve um aumento do sinal de espalhamento Raman quando as AuNPs estdo presentes,
provavelmente, devido a formagao de /ot spots. Esse resultado ¢ um indicativo de que as
nanoparticulas de ouro estdo incorporadas sobre o BDT através da formacao da ligagdo dos

fragmentos tiois aos substratos de ouro, atuando como uma ponte entre o eletrodo e as AuNPs.

As curvas voltamétricas e os diagramas de Nyquist obtidos para a superficie Au/BDT/AuNPs
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em solugdo contendo os ions complexos [Fe(CN)e]*7#~

indicaram que quando utilizada a
solucdo de BDT 0,1 mmol L' para modificacdo, a AE, e o valor de Rcr para o eletrodo
Au/BDT/AuNPs aumentaram, indicando que as AuNPs (estabilizadas com ions anionicos de
citrato) atuaram dificultando a transferéncia de carga entre o eletrodo de ouro e a solugdo de
par redox ([Fe(CN)s]> ). O espectro de massa do composto PTAM sintetizado indicou a
relagdo massa/carga (m/z) 290,05, estando de acordo com a relagdo m/z 290,11 [M+H]"
calculada referente a espécie ion protonada C12H20NOsS™. A massa molecular dessa substincia
¢ 289,10 g/mol. Ademais, o espectro de RMN apresentou sinais que corroboraram para a
elucidacdo da estrutura da molécula. A adsor¢cdo do composto PTAM sobre as AuNPs foi
avaliado por SERS, VC e EIE. Comparativamente, os espectros SERS do composto PTAM
solido e do PTAM adsorvido sobre as AuNPs, apresentaram um perfil similar, sendo um
indicativo que a espécie derivada da D-manose esta funcionalizando as nanoparticulas de ouro.
As curvas voltamétricas e os diagramas de Nyquist obtidos para a superficie
Au/BDT/AuNPs/PTAM em solugio contendo o par redox [Fe(CN)s]*7* indicaram aumento
da AE, e do valor de Rct, evidenciando que o composto PTAM atua como uma espécie
passivadora na superficie do eletrodo. A interagdo/captura das células de E. coli foi
caracterizada por EIE. Os diagramas de Nyquist obtidos ilustraram que a imobilizacao da
bactéria na superficie da plataforma sensora indicou o aumento do valor de Rct do ion
complexo [Fe(CN)¢]*’*. A partir dos resultados impedimétricos obtidos apos imersio em
suspencdes de diferentes concentracdes de E. coli ([E. coli]), foi plotado uma curva de
calibragdo, em que utilizou a variagdo de Rer (ARcr) do par redox [Fe(CN)s]*"*~ como
parametro para determinar, quantitativamente, as bactérias Escherichia coli (E. coli) pelo
eletrodo Au/BDT/AuNPs/PTAM. Através do grafico de ARcr vs log[E. coli] foi determinado o
limite de detec¢do (LOD) em 8,0 x 10° UFC/mL. Além disso, foi plotado uma curva de
calibracao semelhante para o eletrodo Au/PTAM, indicando que para esse sistema o LOD para
a E. coli foi de 8,8 x 10° UFC/mL, o que é 11 vezes menor do que o eletrodo
Auw/BDT/AuNPs/PTAM. Isso evidencia o aumento da sensibilidade do sensor quando utiliza

nanoparticulas de ouro sobre a plataforma.
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Tabela 6 — Valores de deslocamentos Raman (cm™') dos compostos BDT € PTAM no estado solido, dos eletrodos Au/BDT, Au/BDT/AuNPs e Au/BDT/AuNPs/PTAM e da

suspensao coloidal funcionalizada com a molécula PTAM (AuNPs/PTAM). Ao = 632,8 nm.

Raman normal/ cm™! SERS/ cm™!
Atribuigoes Referéncias
BDT PTAM Au/BDT Au/BDT/AuNPs AuNPs/PTAM Au/BDT/AuNPs/PTAM
442 409 d (CCCQ), (CCO) (CCH)) 6264
464 472 6264
489 6264
545 539 6264
630 674 v(C-S); 40,67
736 735 729 733 v(C-S) 40
910 B(C-SH) 40,65,67,68
1059 1035 1058 1063 1029 1063 X-Sensivel 40
1093 1077 [V(C=C) + v(C-9)]
1185 1162 1178 1173 1164 1175 &(C-H) + v(C-C) 40,66
1574 1568 1565 1561 1561 1563 40,62-64
v(C=C) + v(C-N)
1593 1577

v — estiramento; 3 — deformagao angular; y — deformagao simétrica no plano; & — deformagéo assimétrica no plano.



ANEXO B - PRECO DOS PRINCIPAIS REAGENTES

Tabela 7 — Preco dos principais reagentes utilizados nesse projeto.

Reagente (Sigma-Aldrich) Preco (RS) Codigo Quantidade
1,4-benzenoditiol 804,00 763969 lg
Acido aurico 1249,00 254169 500 mg
Citrato de sodio 350,00 S4641 1 kg
D-(+)-manose 233,00 M8574 25¢g
4,4’-ditiodianilina 659,00 369462 S5¢g
Dimetilamina borano 505,00 180238 25¢g




