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RESUMO

A deteccdo rapida e precisa de bactérias patogé€nicas em instalagdes de ponto de atendimento,
particularmente em paises em desenvolvimento ¢ uma questdo emergente na industria
alimenticia e medicinal. Nesse contexto, os biossensores eletroquimicos e impedimétricos t€m
surgido como uma ferramenta poderosa devido ao baixo custo, limites de deteccao e
sensibilidade, onde as nanoparticulas (NPs) podem ser empregadas na modificagdo de
eletrodos para aumentar a area superficial e, consequentemente, a sensibilidade. Este trabalho
apresenta os resultados obtidos para um biossensor impedimétrico construido sobre uma
monocamada de cisteina (Cys) sobre ouro contendo NPs de CoFe.Os e a lectina
concanavalina A (ConA) objetivando a deteccdo de Escherichia coli (E. coli). Previamente as
etapas de modificagdo, as NPs de CoFe,O, foram sintetizadas e funcionalizadas com 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) para fornecer extremidades com -NH, (CoFe,O4s@NH,).
As moléculas de cisteina sobre ouro foram ativadas com agentes de reticulagdo formando a
superficie Au/Cys/NHS que, por sua vez, foi imersa em suspensdo aquosa de NPs de
CoFe,Os@NH, produzindo o eletrodo Au/Cys/NPs. Na etapa seguinte, esse eletrodo foi
imerso em solucao contendo ConA formando o biossensor Au/Cys/NPs/ConA. Cada etapa de
modificagdo foi monitorada por espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria
ciclica em solugdo contendo [Fe(CN)s]*™*. Os valores de resisténcia de transferéncia de carga
(Rer) obtidos a partir dos diagramas de Nyquist aumentaram em cada etapa variando de 50,43
para 532,56 Q cm® para as superficies Au/Cys/NPs e Au/Cys/NPs/ConA, respectivamente,
mostrando o bloqueio da superficie em relagdo as espécies redox [Fe(CN)g]*'* apds
imobilizagdo da lectina. O efeito de bloqueio foi observado de forma ainda mais intensa em
solugdo contendo a bactéria E. coli e apresentou dependéncia com a concentracdo desta
espécie permitindo, assim, a utilizacdo do biossensor Au/Cys/NPs/ConA para detec¢ao de E.
coli em uma faixa linear de 1,7 x 10" a 8,3 x 10* UFC/mL e com um limite de deteccdo
(LOD) de 0,2 x 10° UFC/mL apds apenas 15 min de contato. O baixo valor de LOD foi
atribuido a combinagdo das propriedades nanométricas das NPs de CoFe.Os@NH, com a
afinidade da lectina ConA por lipopolissacarideos presentes nas paredes celulares das
bactérias. Comparativamente a sistemas reportados na literatura para bactérias gram-
negativas, o valor de LOD determinado neste trabalho indica a produgdo de um biossensor

impedimétrico rapido e de baixo limite de detecgdo para deteccdo de E. coli.

Palavras-chave: nanoparticulas; CoFe,Os; biossensor, detec¢ao de bactérias; E. coli.



ABSTRACT

Rapid and accurate detection of pathogenic bacteria in point-of-care facilities, particularly in
developing countries, is an emerging issue in food and medical industry. In this context,
electrochemical and impedimetric biosensors have emerged as a powerful tool due to their
low-cost, detection limits and sensitivity, where nanoparticles (NPs) can be used to modify
electrodes to increase their surface area thus improving the sensitivity. This work presents the
results obtained for a impedimetric biosensor built on a monolayer of cysteine (Cys) on gold
containing NPs of CoFe,O, and the lectin concanavalina A (ConA) aiming the detection of
Escherichia coli (E. coli). Previously to the modification steps, the CoFe,Os NPs were
synthesized and functionalized with (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) to provide NH,
ends (CoFe,O4s@NH:). The cysteine molecules on gold were activated with crosslinking
agents producing Au/Cys/NHS that, in turn, was immersed in an aqueous solution of
CoFe,O4@NH, forming Au/Cys/NPs. In the following step, this electrode was immersed in a
solution containing Con A generating Au/Cys/NPs/ConA. Each modification step was
monitored by electrochemical impedance spectroscopy and cyclic voltammetry in solution
containing [Fe(CN)s]*’*. The values of charge transfer resistance (Rcr) obtained from the
Nyquist diagrams increased in each step varying from 50.43 to 532.56 Q c¢m? for the Au/Cys/
NPs and Au/Cys/NPs/ConA, respectively, showing the surface blockage in respect to the
[Fe(CN)s]*™* redox species after the lectin immobilization. The blockage effect was even
stronger in solution containing E. coli and showed a concentration dependence on this
bacterium. Such dependence allowed the use of the biosensor Au/Cys/NPs/ConA for detecting
E. Coli within a linear range from 1.7 x 10' to 8.3 x 10* UFC/mL with an estimated limit of
detection (LOD) of 0.2 x 10° UFC/mL after just 15 min of exposure. This low value of LOD
was assigned to the combination of the nanometric properties of the CoFe,Os@NH, NPs with
the affinity of the ConA lectin for lipopolysaccharides on the cell wall of the bacterias. In
comparison to other systems reported in the literature for gram-negative bacteria, the LOD
value determined in this work indicates the production of an impedimetric biosensor fast and

of low detection limit for the detection of E. coli.

Keyworlds: nanoparticles; CoFe,Os; biosensor; bacteria detection; E. coli.
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1 INTRODUCAO

A detecgdo eficaz de patdgenos ¢ uma etapa fundamental para garantir a
seguran¢a alimentar e manter a satde publica, tendo em vista a rapida disseminagdo de
bactérias patogénicas que causam doencas pela ingestdo de alimentos e dgua contaminada
(KOTSIRI; VIDIC; VANTARAKIS, 2022; WANG; RAVINDRANATH; IRUDAYARAJ,
2011). No decorrer do tempo, a satde humana foi afetada, constantemente, por infec¢des
decorrentes de bactérias. A maioria das fontes de dgua estd contaminada com cepas
bacterianas que sdo patogénicas como, por exemplo, Escherichia coli (E. Coli),
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella, que resultam em febre tifoide,
coléra, gastroenterite e varias doencas diarreicas agudas. Esses patdgenos tém tendéncia de
causar sintomas que, por vezes, necessitam de hospitalizagdo. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), dados de 2016 (RAZMI et al., 2020) indicam a ocorréncia de
829000 mortes anuais por diarreia em decorréncia de contaminagdo bacteriana apos ingestao
de 4dgua. Além disso, aproximadamente 600 milhdes (quase 1 em cada 10 pessoas no mundo)
adoecem por causa do consumo de alimentos contaminados, resultando em 420000 mortes
anuais (CASTLE et al., 2021; BALAKRISHNAN et al., 2016). Algumas cepas dessas
bactérias, por sua vez, sdo resistentes a antibidticos o que tem levado a busca de novas
técnicas para isolamento e detec¢do de microrganismos em conjunto com melhorias na
seguranca alimentar, diagnostico médico e qualidade da 4gua (KEARNS et al., 2017).

Dados de 2014 da OMS (MURRAY et al., 2022) revelam que 700000 mortes por
ano no mundo, foram devidas as infeccOes resistentes a antibioticos ¢ essa estimativa tende a
permanecer a mesma até o presente ano. O Brasil contribui com cerca de 20000 dessas mortes
por ano. A perspectiva, infelizmente, ¢ de 10 milhdes de mortes decorrentes de infecgdes
resistentes a antibidticos no mundo inteiro até o ano de 2050 (FURST; FRANCIS, 2019).
Uma pesquisa publicada este ano (2022), realizada em nivel global, mostra resultados
preocupantes na medida em que revela que cerca de 1,27 milhdo de pessoas morreram em
2019 devido as infecgdes bacterianas resistentes aos antibioticos (MURRAY et al., 2022). A
projecao desse numero para 2050 indica uma quantidade bem superior de mortes que o
previsto. Os seis principais patdgenos que causaram mortes associadas a resisténcia a

antibioticos foram: E. coli, seguido por Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
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Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii € Pseudomonas aeruginosa (MURRAY
etal., 2022).

Ainda sobre os dados de 2019, as maiores taxas de mortalidade estdo na Africa
Subsaariana e no sul da Asia ocorrendo, principalmente, devido & caréncia de infraestrutura
laboratorial que tornam indisponiveis os testes microbiologicos para um diagnostico precoce,
além da falta de saneamento basico e higiene. Acrescente-se a esses fatores, a grave questdo
de falsificacdo de antibioticos que podem criar resisténcia (COLLIGNON et al., 2018;
RAMAY et al., 2020; UNAL, 2018). Dentre as sindromes infecciosas que causaram mortes
por resisténcia, as infec¢des das vias respiratorias inferiores foram responsaveis pelo maior
nimero de obitos (400000 mortes atribuidas) e a S. aureus resistente a meticilina foi a
combinac¢do patdogeno-droga analisada com maior nimero de 6bitos atribuiveis a resisténcia
(100000 mortes) (MERA et al., 2011; MURRAY et al., 2022).

Dentre as principais bactérias que causam a morte por resisténcia a antibioticos, a
E. coli foi escolhida como foco desse trabalho, por ser de facil manuseio no laboratorio
permitindo a associacdo e comparacdo com outras bactérias gram-negativas. Essa bactéria tem
sido usada, frequentemente, como um indicador padrdo de coliformes fecais na agua e pode
ser encontrada no intestino humano e em outros animais de sangue quente, sendo
normalmente inofensiva para humanos (RAMANUJAM et al., 2021; RAZMI et al., 2020).
Porém, algumas cepas de E. coli patogénicas podem causar doengas diarreicas agudas como,
por exemplo, a E. coli enterohemorragica (EHEC). O patégeno EHEC mais grave é a E. coli
O157:H7 devido a sua propriedade de causar diarreia sanguinolenta, provocando a sindrome
hemolitico-urémica (SHU) que pode ser fatal (BALAKRISHNAN et al., 2016; RAZMI et al.,
2020). A sua transmissdo acontece, principalmente, através do consumo de alimentos, tais
como vegetais, carnes, leite e fontes de dgua que estiveram em contato com matéria fecal
(BANERIJEE et al., 2016; ETCHEVERRIA; PADOLA, 2013). Uma dose de ingestdo de 10 a
100 células de E. coli O157:H7 (RAZMI et al., 2020), além de SHU, pode causar
insuficiéncia respiratoria, anemia, convulsdes, doenca gastrointestinal, colite hemorrégica,
insuficiéncia renal aguda, e a morte, especialmente em lactentes e pessoas
imunocomprometidas (TARDITTO et al., 2016; CHEN et al., 2016).

A bactéria E. coli ¢ um enorme desafio a satide publica em relagdo aos custos
médicos, por ser extremamente infecciosa e de origem hidrica e alimentar. O Centro de

Controle e Prevenc¢do de Doencgas (CDC) estima que 20000 doencas anuais sdo decorrentes de
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infec¢ao por E. coli O157:H7 (MALVANO; PILLOTON; ALBANESE, 2018). Tendo em
vista varias doengas que sdo provenientes de bactérias e as taxas crescentes de resisténcia aos
antibidticos que levam a oObito, principalmente, em paises subdesenvolvidos, tem-se a
importancia de estudar novas formas para detec¢do (FURST; FRANCIS, 2019). Sendo assim,
uma tarefa indispensavel nas areas de diagndstico clinico, monitoramento ambiental e
seguranga alimentar € a determinacdo e quantificacdo de bactérias através de um método que
seja rapido, seletivo, preciso, sensivel e facil de usar (RAZMI et al., 2020).

Os métodos existentes para detecgdo de bactérias patogénicas apresentam
sensibilidade, podendo detectar os microrganismos de forma qualitativa e quantitativa. Alguns
dos mais comuns sdo: cultura de placas, reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction) e ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Esses métodos, porém, apresentam algumas desvantagens que os
encarecem. O método convencional de cultura em placas exige procedimentos trabalhosos e
demanda um tempo longo para obter resultados. J& o PCR necessita de um equipamento
especifico e demanda tempo e pessoal treinado para a manipulacdo. O ELISA ¢ uma técnica
imunologica que utiliza uma enzima para a deteccdo de um anticorpo ou antigeno como
resposta a presenca microbiana em uma amostra. Essa técnica exige etapas de enriquecimento
ou pré-concentragcdo, purificacdo e pré-tratamentos que prologam o tempo de andlise
(KEARNS et al., 2017; RAZMI et al., 2020). Por esses motivos, nos ultimos 25 anos, a
tecnologia de biossensores tem recebido grande destaque podendo apresentar resultados com
sensibilidade e confiabilidade equiparados aos métodos convencionais, além de tempos de
analise mais curtos (KAYA et al., 2021; VELUSAMY et al., 2010). Sendo necessario cada vez
mais pesquisas visando a reducdo do limite de detec¢do e tempo de resposta, além de
estratégias para miniaturizar esses dispositivos em um formato que seja portatil, oferecendo
assim a vantagem de ser utilizado para deteccdo no ponto de atendimento (CESEWSKI;
JOHNSON, 2020).

Os patdgenos que sdo transmitidos por alimentos e dgua sdo responsaveis por
mais de 9,4 milhdes de doengas todos os anos dos Estados Unidos (RIU; GIUSSANI, 2020).
Por ser um problema em escala mundial, tem-se a exigéncia de sensores rapidos para deteccao
em alimentos e 4gua no ponto de atendimento e os biossensores eletroquimicos apresentam
vantagens em relagdo aos ensaios convencionais de laboratorio, com custo reduzido,

simplicidade, maior velocidade, seletividade, sensibilidade e especificidade. Os biossensores
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vém sendo bastante utilizados para o monitoramento e deteccdo de bactérias pela facilidade
das medidas e compatibilidade com solugdes complexas, como agua e bebidas no local de
atendimento e em tempo real, apresentando potencial para serem aplicados na industria
alimenticia, agricultura, setor de saude, tratamento de dgua e analise de adgua (KOTSIRI,
VIDIC; VANTARAKIS, 2022; FURST; FRANCIS, 2019). Além das bactérias, que sdo os
principais patogenos detectados usando biossensores eletroquimicos nos ultimos 7 anos
(CESEWSKI; JOHNSON, 2020), a detec¢do de virus e protozoarios também vem sendo cada
vez mais estudada.

O primeiro biossensor reportado foi apresentado em 1962 por Clark e Lyons para
medicdo dos niveis de glicose (CLARK; LYONS, 1962). A publicagdo gerou interesse no
meio cientifico e ao decorrer dos anos os biossensores foram desenvolvidos e aperfeigoados
para se converterem em um instrumento analitico sensivel, rapido, portatil e de baixo custo
(YOO; LEE, 2010). De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), um biossensor eletroquimico pode ser definido como um sistema integrado
independentemente usando um biorreceptor em contato com uma parte de transdugdo
eletroquimica que proporciona dados analiticos quantitativos ou semiquantitativos especificos
(THEVENOT et al., 1999).

Os biossensores podem ser classificados pelo tipo de transdutor, sendo que as
principais categorias sdo: Optico, mecanico e eletroquimico. Dos quais os biossensores
eletroquimicos sdo dispositivos analiticos que consistem, basicamente, de uma estrutura de
duas partes na qual um componente biologicamente ativo, denominado bioreceptor, encontra-
se diretamente ligado a um transdutor que permite obter uma resposta mensuravel por meio de
um sinal analitico gerado na reacdo com o analito (RIU; GIUSSANI, 2020). Especificamente,
um sinal eletroquimico que pode ser medido, por exemplo, pelas técnicas de Espectroscopia
de Impedancia Eletroquimica (EIE) e Voltametria Ciclica (VC). A Figura 1 exemplifica as

principais partes de um biossensor eletroquimico, podendo gerar um sinal impedimétrico.
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Figura 1 - Diagrama esquematico geral mostrando os principais componentes de um biossensor

eletroquimico tipico.
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Forte: Elaborado pelo autor. (Fora da escala real)

Dentro da classe dos biossensores eletroquimicos, eles podem ser subdivididos
em: amperométricos, condutimétricos, potenciométricos e impedimétricos. Onde a deteccao
da interacdo entre o receptor ¢ o alvo vai depender de medi¢des de corrente, voltagem,
impedancia ou capacitancia (KOTSIRI; VIDIC; VANTARAKIS, 2022). O principio basico de
um biossensor eletroquimico ¢ medir as mudangas que ocorrem na proximidade da superficie
do eletrodo, onde os elétrons fluem entre a superficie do eletrodo e o eletrélito em solugdo.
Essas variagdes na superficie do eletrodo sao medidas através de parametros como resisténcia
do eletrolito, transferéncia de carga na interface ou transferéncia de massa da solugdo para a
superficie do eletrodo (LEVA-BUENO; PEYMAN; MILLNER, 2020; RANDVIIR; BANKS,
2013).

No caso de biossensores impedimétricos, a impedancia representa uma parte
resistiva e uma capacitiva como efeito de uma interagdo complexa com um sinal de tensao de
pequena amplitude em funcdo da frequéncia. Esse tipo de biossensor ¢ o interesse principal
da presente pesquisa por ndo necessitar de nenhuma enzima especifica para a detec¢dao do
analito, como € no caso dos biossensores amperométricos € potenciomeétricos. Ao invés disso,
os biossensores impedimétricos dependem de um biorreceptor Unico que se liga
especificamente ao analito, como anticorpos, aptameros (peptideos que se ligam a moléculas-
alvo especificas), DNA e varias proteinas (LEVA-BUENO; PEYMAN; MILLNER, 2020). A

espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) ¢ uma técnica de facil operacdo, sensivel e
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direta que vem atraindo um grande interesse na comunidade cientifica para a deteccao de E.
coli O157:H7 (RAZMI et al., 2020). A impedancia ¢ apresentada como um niimero complexo
(Z) com componentes real e imaginaria que sdo as partes resistiva (Z') e capacitiva (—Z2"),
respectivamente. A oposicdo ao fluxo de corrente na superficie do eletrodo gera a parte
resistiva, e o armazenamento de carga do sistema ao ser aplicada uma tensao resulta na parte
capacitiva. Na interface eletrodo-solucdo, encontra-se dois modos pelos quais a eletricidade
pode fluir através do eletrodo: (i) reagdo redox, processo Faraddico, e (ii) sistema capacitivo,
processo nao Faraddico (BARD; FAULKNER, 2001; RANDVIIR; BANKS, 2013;
KOKKINOS; ECONOMOU; PRODROMIDIS, 2016).

Uma das formas de se medir a impedancia de uma superficie modificada € através
da imersdo desta em uma solugdo eletrolitica contendo espécies redox. Os pares redox mais
usuais para esses sistemas sdo [Fe(CNg)]*™* (ferricianeto/ferrocianeto), [Ru(NH;)s]*"**
hexamin ruténio (II/IIl) e ferroceno (Fc'/Fc) (RUSHWORTH et al., 2013). Os dados de
impedancia sdo frequentemente exibidos na forma de diagramas de Nyquist, onde se tem uma
relacdo entre as componentes real e imaginaria da impedancia para uma determinada faixa de
frequéncia. A Figura 2 apresenta um grafico de Nyquist ilustrativo onde a parte imaginaria da
impedancia (—Z"), que esta fora de fase, ¢ plotada versus a componente real (Z'), que esta em

fase em cada frequéncia de excitagdo (GUAN; MIAO; ZHANG, 2004).

Figura 2 — Representacdo geral de um grafico de Nyquist mostrando o semicirculo e as regides
controladas por cinética e transferéncia de massa. R;: resisténcia da solug@o; R resisténcia a transferéncia de

carga; Cq: capacitdncia maxima da dupla camada; W: impedancia de Warburg.
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Fonte: Adaptada da referéncia (LEVA-BUENO; PEYMAN; MILLNER, 2020).

O diagrama de Nyquist apresenta formas diferentes em altas e baixas frequéncias.
Em altas frequéncias, o sinal ¢ controlado por processos cinéticos onde ocorre a transferéncia
de carga dos mediadores redox na interface eletrodo-solucao e a unica limitagdao acontece pela
resisténcia da solugdo (R;). Em frequéncias medianas, existe pouca resisténcia no sistema e,
consequentemente, as mudangas geradas sdo provenientes da capacitancia, particulamente da
capacitancia da dupla camada elétrica (Cq) na interface. J4 em baixas frequéncias, a resposta é
controlada por transferéncia de massa. Essa resisténcia € calculada por meio da resisténcia de
transferéncia de carga (R.) obtida pela extrapolacdo do eixo de impedancia real (Z'). Além
disso, em alguns casos, pode ser observada uma distribuicao linear dos pontos experimentais
no final do arco de Nyquist que ¢ atribuida a impedancia de Warburg (W) (BARD;
FAULKNER, 2001; LEVA-BUENO; PEYMAN; MILLNER, 2020; LVOVICH, 2012;
MALHOTRA; ALI 2018).

Usualmente, o aumento do valor da impedéncia tende a acontecer a medida que a
superficie do eletrodo ¢ modificada, j4 que quanto mais complexa a funcionalizagdo da
superficie mais resisténcia sera observada, devido a maior dificuldade para os elétrons

alcancarem a superficie do eletrodo, como mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema genérico de impedancia para cada etapa de constru¢ao de um biossensor. (a)
eletrodo de ouro (Au) funcionalizado, (b) biorreceptores sdo imobilizados na superficie e (c) ocorre a

imobilizacao de um analito de interesse.
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Fonte: Adaptada da referéncia (LEVA-BUENO; PEYMAN; MILLNER, 2020).
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A ilustracdo acima mostra que a impedancia aumenta a medida que novas espécies sao
depositadas sobre o eletrodo. A deposi¢do de um material na superficie do biossensor,
geralmente, aumenta a resisténcia e a capacitancia dificultando a transferéncia de elétrons
entre os mediadores redox em solucdo e a superficie do eletrodo. Em alguns casos, porém,
pode acontecer a diminui¢ao da impedancia apos a ligacdo de um analito ou molécula, uma
vez que essa liga¢do pode distorcer a camada adsorvida do eletrodo e facilitar a aproximagao
dos mediadores redox, ou até¢ mesmo facilitar essa transferéncia de carga devido a presenca de
algum material condutor (RUSHWORTH et al, 2014; LEVA-BUENO; PEYMAN;
MILLNER, 2020).

Uma grande variedade de anticorpos e moléculas podem ser adsorvidas na
superficie do eletrodo para serem utilizadas na camada de deteccdo como bioreceptores,
desempenhando uma func¢do importante na seletividade e sensibilidade do dispositivo
(MAJDINASAB; HAYAT; MARTY, 2018). Além disso, varios materiais nanoestruturados
podem ser usados na camada do transdutor como, por exemplo: grafeno, nanotubos de
carbono, nanocompdsitos poliméricos, nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas de metais
nobres (CHU; PENG; JIN, 2017). Para a detec¢do de bactérias patogénicas como a E. coli,
nanoparticulas e nanoestruturas de ouro tém ganhado consideravel atencdo. Esses
nanomateriais oferecem uma ampla gama de possibilidades de modificacdo do eletrodo que
podem aumentar o desempenho do biossensor melhorando pardmetros analiticos como
estabilidade, sensibilidade ou limite de detec¢ao (LOD) (RIU; GIUSSANI, 2020). A Figura 4
apresenta uma ilustracdo geral dos componentes de um biossensor eletroquimico para
detec¢do de bactérias oriundas de alimentos, mostrando diferentes receptores e modificadores
do transdutor (como uma superficie de ouro ou outros metais nobres, por exemplo) para

obten¢ao de respostas voltamétricas e impedimétricas.
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Figura 4 — Ilustracdo dos componentes de um biossensor eletroquimico para detecgdo de bactérias

oriundas de alimentos.
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Fonte: Adaptada da referéncia (RIU; GIUSSANI, 2020). (Fora da escala real)

O LOD ¢ a quantidade minima do analito que pode ser detectada por um
biossensor. Para aplicagdes clinicas, ¢ fundamental detectar o analito em amostras de baixas
concentragdes (ng/mL ou fg/mL) (CASTILLO-HENRIQUEZ et al., 2020). Os limites
permitidos de microrganismos presentes na agua e alimentos se distinguem de acordo com o
efeito do organismo na saude humana e tipo de matriz. Por exemplo, ¢ exigido a auséncia de
Salmonella nos alimentos. Ja para dgua do mar ser considerada recreativa, ¢ permitido a
presenga de 500 UFC (Unidade Formadora de Colonia) de E. coli e 200 UFC de enterococos
em 100 mL de dgua (KOTSIRI; VIDIC; VANTARAKIS, 2022). Para a dgua ser considerada
potavel ou propria para consumo, a regulamentagdo estabelece que nao deve haver presenca
de E. coli em 100 mL de amostra (CARRILLO; DURAN, 2019), logo ¢ importante o
desenvolvimento de métodos com baixos limites de detec¢do para garantir a protecdo da
saade publica (CARRILLO-GOMEZ; DURAN-ACEVEDO; GARCIA-RICO, 2019;
ODONKOR; AMPOFO, 2013).
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O interesse pelo desenvolvimento de biossensores para deteccdo de bactérias
transmitidas por alimentos vem crescendo, pois reflete a contaminagdo das dguas. De acordo
com Cui e Liang, a contaminagdo de aguas residuais tem um grande impacto no aumento de
patoégenos transmitidos por alimentos (CUI; LIANG, 2019). Contudo, ainda encontram-se
limitagdes para as aplicacdes reais desses biossensores em aguas residuais. Isso acontece
porque as aguas residuais proporcionam condi¢des ideais para o crescimento de patogenos,
dificultando a interpretacdo dos sinais na presenga de muitas bactérias desconhecidas. Além
disso, os alvos estdo presentes em concentragcdes muito baixas nessas aguas (MAO et al.,
2021).

Dentro desse contexto, as monocamadas automantadas (SAMs, do inglés Self-
Assembled Monolayers) vém sendo, amplamente, empregadas na elaboragdo de biossensores
por oferecer um sistema onde se pode controlar as propriedades interfaciais (POIRIER AND
PYLANT, 1996). As SAMs de compostos organossulfurados (tiois, dissufetos, sulfetos) sao
formadas em substratos metalicos, particularmente de metais nobres como o ouro, prata, cobre
e paladio, por exemplo. A formacdo da SAM ocorre por meio de adsor¢do espontanea devido
a afinidade quimica dos atomos de enxofre por atomos de ouro, prata e cobre (LOVE et al.,
2005).

O ouro (Au) é um bom candidato como substrato na formacao de SAMs devido a
vantagens tais como: disponibilidade comercial, inércia em relacdo a oxidacdo e
biocompatibilidade (LOVE et al., 2005; KOSSOY et al., 2015). A cisteina ¢ um composto
amplamente empregado na elaboragdo de SAMs pois forma uma liga¢ao estavel com o ouro
pelo dtomo de enxofre, j& que a ligacdo do grupo tiol & superficie do ouro ¢ muito forte
(ULMAN, 1996), deixando os dois grupos terminais (-COOH e -NH,) livres permitindo,
ainda, modificagdes subsequentes (QINGWEN et al., 2001).

Apo6s a imobilizagao de bioreceptores ou materias transdutores na superficie do
eletrodo, ¢ importante que o agente de reconhecimento ndo perca a sua capacidade de
interagir com o analito de interesse. Os métodos mais relevantes para essa imobilizagdo
envolvem a formacao de ligagdes iminas com glutaraldeido e a formagao de ligagdes amidas
com a adicao do par de ativadores N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloreto
(EDC) e N-hidroxisulfosuccinimida (NHS). A geracdo de ligagdo amida usando esse par de
ativadores apresenta vantagens quando comparada a métodos que utilizam apenas o

glutaraldeido. Dentre essas, pode-se citar: alta eficiéncia de conversdo, biocompatibilidade
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com pouca interferéncia na bioatividade das moléculas alvo, produtos mais limpos e reacoes
em condi¢des mais brandas de temperatura e pH (LOPEZ-TELLEZ et al., 2020).

Os nanomateriais estdo surgindo como materiais promissores no desenvolvimento
de biossensores devido, em parte, as suas dimensdes nanométricas que sao compativeis com
materiais biologicos, abrangendo proteinas, anticorpos, enzimas e nucleotideos. Essa relagao
dimensional possibilita o uso em aplicacdes médicas e viabiliza a deteccdo de baixas
concentragdes do analito de interesse devido a elevada area superficial desses materiais,
atividade eletroquimica e condutividade elétrica, podendo ser usados para amplificar os sinais
de detecgdo (SIMAO et al., 2020; KADADOU et al., 2022). Em funcio dessas vantagens, nos
ultimos anos as nanoparticulas magnéticas (MNPs) tém recebido consideravel atengdo pelos
pesquisadores devido a variada gama de aplicagdes em biotecnologia e biomedicina (LU;
SALABAS; SCHUTH, 2007).

As nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,O,) foram utilizadas nesse trabalho
devido as suas vantagens em relagdo as nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe;O4) que ja sdo
comumente empregadas em diversas aplicacdes biologicas. As ferritas apresentam forte
anisotropia, alta coercividade, moderada magnetizacdo de saturacdo e boa estabilidade
quimica e térmica (KAZEMI; GHOBADI; MIRZAIE, 2018). Esse tipo de material pode ser
sintetizado por diferentes métodos, como co-precipitacdo, hidrotérmico, método do poliol,
microemulsdo, entre outros, gerando NPs com diferentes tamanhos e formas (LU et al., 2015).
Embora o método de decomposicdo térmica ou poliol apresente a vantagem de produzir
particulas muito monodispersas, possui a desvantagem de que as nanoparticulas geradas sao
soliveis apenas em solventes ndo-polares. Dessa forma, para tornar as NPs apropriadas para
aplicacdes biologicas, o revestimento de surfactantes hidrofobicos, que sdo utilizados durante
a sintese das NPs, precisa ser substituido por um revestimento hidrofilico, biocompativel e
funcional que permita a interagdo controlada com espécies bioldgicas (DE PALMA et al.,
2007).

Além disso, apés a sintese das NPs, ¢ importante manter a estabilidade das
mesmas sem aglomeracdo ou precipitacdo por um longo periodo. Essas NPs sdo sensiveis a
oxidagdo, podendo formar finas camadas de Oxido sobre a superficie que modificam as
propriedades devendo-se, assim, ter cuidado com a estabilidade dessas particulas como
requisito para suas aplicagdes (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007). Por esse motivo, foi

utilizado uma estratégia que ja é bastante empregada para protecdo das NPs, através do
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revestimento com silica (APTES), que protege o nucleo magnético apresentando diversas
vantagens, como por exemplo: estabilidade quimica e térmica em meio aquoso mantendo o
equilibrio entre as forcas atrativas e repulsivas, alta for¢a de ligagdo com ntcleos de ferro,
Otima resisténcia a solventes organicos, além de permitir a modificagdo da superficie com
grupos funcionais —NH,. Adicionalmente, como o método de sintese por decomposicao
térmica via poliol resulta em particulas hidrofobicas, o revestimento com o silano altera as
propriedades da superficie das NPs que sdo hidrofobicas para hidrofilicas (GAWANDE et al.,
2015; LIEN; WU, 2008). Os silanos sdo amplamente reportados na literatura para
recobrimento de NPs devido ao revestimento eficiente na superficie por meio de ligagdes
covalentes que podem resultar em camadas compactas e em uma grande variedade de grupos
terminais funcionais (—NH,, —SH, —COOH, —PEQG, etc) (DE PALMA et al., 2007).

Esse tipo de nanomaterial vem sendo largamente empregado em biossensores
eletroquimicos visto que sao passiveis de funcionalizagdo que, por sua vez, pode aumentar a
afinidade bioreceptor-analito (RAVALLI; MARRAZZA, 2015). Além disso, o uso desses
materiais na superficie do eletrodo pode aumentar o numero de biomoléculas que serdo
imobilizadas como receptores e fornecer uma condutividade elétrica mais forte (KAYA et al.,
2021). E importante citar que a imobilizagdo de moléculas de bioreceptores diretamente sobre
o eletrodo pode bloquear a superficie afetando, negativamente, os processos de transferéncia
de carga que resultam nos sinais analiticos. Apesar de as vantagens apresentadas por
biossensores que contém nanomateriais sobre os biossensores convencionais, ainda existem
alguns desafios relacionados a miniaturizacao que devem ser considerados (KADADOU et
al., 2022).

Atualmente, varios trabalhos vém sendo reportados sobre a utilizagdo de MNPs na
elaboragdo de plataformas sensoras para diferentes finalidades, tais como detec¢ao de
bactérias  patogénicas, virus e células cancerosas (RIU; GIUSSANI, 2020;
MOKHTARZADEH et al., 2017; DUTTA et al., 2018). Dutta e colaboradores (DUTTA et al.,
2018) modificaram eletrodos de platina com nanocompdsitos de grafeno e NPs de Fe;O,
conjugados com lectina para detecg¢do de células cancerosas e liberagdo controlada de drogas.
Outros trabalhos reportam o uso de MNPs em biossensores impedimétricos para detectacao de
bactérias patogénicas de origem alimentar, citando-se NPs de Fe para detec¢do de E. coli em
amostras de carne e NPs de Fe;O4 para detecgdo de Campylobacter jejuni (WANG; YE;
YING, 2012). Em outro estudo, Lingxian e colaboradores funcionalizaram MNPs de Fe;O.
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com silica e anticorpos para determinacao de E. coli O157:H7, alcangando um baixo limite de
detecgdo (1,83 x 10> UFC/mL) (YE; ZHAO; DOU, 2018). Um biossensor impedimétrico para
deteccdo de E. coli que ¢ bastante relevante foi reportado por Varshney e colaboradores que
utilizaram microeletrodos modificados e inseridos em um dispositivo microfluidico para
deteccao de E. coli O157:H7 (VARSHNEY et al., 2007). Com esse dispositivo, foi possivel
detectar baixas concentragdes de bactérias (1,2 x 10° UFC/mL) em amostras de carne moida
em 35 minutos. Nesse trabalho, os autores empregaram anticorpos especificos para E. coli
que foram conjugados com MNPs via acoplamento biotina-estreptavidina (MICHAEL
GREEN, 1990). Os conjugados formados capturam as bactérias da amostra e as concentraram
apos a aplicacdo de um campo magnético externo. As células foram separadas em um volume
desejado e adequado para a medi¢do de impedancia, onde a amostra foi inserida em um
dispositivo microfluidico para analise eletroquimica (VARSHNEY et al., 2007). Outro
trabalho que utiliza essa propriedade de magnetizagdo das NPs foi reportado por Wang e
colaboradores que aplicaram nanoesferas magnéticas de Fe;O4 revestidas com anticorpos para
separar e transportar E. coli O157:H7 de um meio de cultura para outra plataforma onde foi
feita a medicao eletroquimica e, também, para concentrar e precipitar as bactérias no eletrodo
(WANG et al., 2015). Sao relatados, também, trabalhos que utilizam esferas magnéticas
revestidas com anticorpos para separar e concentrar bactérias de matrizes de amostra apos o
processo de enriquecimento ou pré-concentragdo. Papadakis e colaborades utilizaram esferas
imunomagnéticas em um biossensor para capturar Salmonella Typhimurium no leite
(PAPADAKIS et al., 2018; XU; BAI; BHUNIA, 2021).

Vem sendo comum essas estratégias de pré-concentracdo magnética do patéogeno
antes da andlise para aumentar a sensibilidade de detec¢do usando, por exemplo, esferas
magnéticas funcionalizadas com aptdmeros que se ligam especificamente ao alvo (KOTSIRI
et al., 2019). Essa pré-concentragdo da bactéria antes da analise proporciona a separagao do
analito no alimento eliminando, assim, moléculas da matriz que podem interferir na detec¢ao
(KOTSIRI; VIDIC; VANTARAKIS, 2022). Portanto, o processo de separagdo das espécies
alvo de uma amostra por magnetismo usando esferas magnéticas vem se tornando uma
abordagem de preparacdo de amostra muito comum utilizada em aplicacdes de detec¢ao de
diferentes patogenos. A pré-concentracao do alvo através de processos de separacdo utilizando
esferas magnéticas geralmente abrange a ligagdo dessas particulas magnéticas funcionalizadas

com anticorpos as espécies de interesse. E os nanocompositos formados (MNPs-alvo) sdo
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posteriormente separados da solucdo pela aplicagdo de campos magnéticos externos (CHEN
etal., 2017).

Apesar do avanco atual da nanotecnologia, ¢ necessario aprofundar os estudos
sobre a toxicidade e a estabilidade dos nanomateriais em ambientes aquosos € sobre o
desenvolvimento de novos materiais com baixo custo. Mesmo a eletroquimica sendo uma
técnica promissora e sensivel que vem ganhando destaque na detec¢do de patdgenos, o fato
das bactérias inteiras apresentarem um tamanho relativamente grande em comparagdo com
alvos biologicos tipicos e a existéncia de diferentes locais antigénicos (ou determinante
antigénicos: sdo as diversas estruturas do antigeno que podem ser reconhecidas pelo
anticorpo) na superficie das bactérias costumam levar a abordagens ndo especificas gerando
um desafio adicional para a comunidade cientifica (RAZMI et al., 2020). O desempenho dos
biossensores pode ser influenciado por uma diversidade de parametros, tais como o tipo do
transdutor, a afinidade dos bioreceptores com o analito ¢ a matriz da amostra (KOTSIRI;
VIDIC; VANTARAKIS, 2022).

Existem cerca de 68 tipos de elementos de reconhecimento que podem ser
imobilizados no eletrodo para a detec¢do de patéogenos (TEMPLIER et al., 2016). Essa
imobiliza¢dao tem como objetivo obter uma ligagao irreversivel e estavel entre o elemento de
bioreconhecimento e o eletrodo, concedendo uma densidade de empacotamento e orientagao
adequadas que permitam um facil acesso e afinidade de ligacdo as espécies e interesse. Dentre
os bioreceptores, as lectinas tém mostrado potencial para o desenvolvimento de novas
plataformas nanoestruturadas para detec¢ao de bactérias, glicoproteinas ou células inteiras. As
lectinas sdo proteinas de interesse para o desenvolvimento de biossensores em funcao das suas
propriedades especificas de interacdo com residuos de carboidratos, livres ou conjugados,
podendo se ligar de forma ndo covalente e reversivel com agucares e, dessa forma, serem
utilizadas como bioreceptores (MI et al., 2021; SIMAO et al., 2020). Estudos relatam que as
lectinas se ligam especificamente a constituintes de carboidratos presentes na superficie de
bactérias e virus (KEARNS et al., 2017).

A proteina Concanavalina A (ConA) é um tipo de lectina oriunda de leguminosas
extraida da Jack Bean (Canavalian ensiformis) que se liga a carboidratos, sendo especifica
para os monossacarideos D-glicose e D-manose que estdo presentes na superficie das paredes
celulares de bactérias Gram-negativas (SHEN et al., 2007). Algumas lectinas apresentam ions

metalicos na sua estrutura que s3o necessarios para a sua atividade bioldgica, como no caso da
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ConA, onde cada subunidade da proteina contém um ion Mn*" e um Ca®'. A presenca desses
ions ¢ fundamental para a ligagdo entre a proteina ConA e a molécula de aglicar. As interagdes
entre carboidratos e lectinas envolvem forcas atrativas, incluindo ligacdes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas e eletrostaticas, sendo as primeiras as mais importantes no

reconhecimento carboidrato-lectina, como apresentado na Figura 5.

Figura 5 - (A) Estrutura tridimensional do monémero da Concanavalina A e (B) atragdo entre
lectinas e os carboidratos presentes na superficie microbiana. As linhas tracejadas mostram as forgas atrativas de

ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e eletrostaticas.

(B)

Lectina

Fonte: Adaptada das referéncias (HEYMANN et al., 2015; BREITENBACH BARROSO
COELHO et al., 2018).

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo moléculas grandes que constituem parte da
parede celular de bactérias Gram-negativas, como a Salmonella typhimurium e E. coli,
contribuem na estabilizacdo da parede celular bacteriana (CAROFF; KARIBIAN, 2003).
Essas moléculas consistem de um lipido e um polissacarideo (carboidrato) ligados através de
ligacdo covalente, apresentando assim residuos de D-glicose terminal que podem,
eventualmente, interagir com a lectina ConA (MI et al., 2021; SHAANAN; LIS; SHARON,
1991), como representado na Figura 6. Existe uma forte ligacao de hidrogénio entre os grupos

de oligossacarideos do LPS e os residuos de aminoécido polar das lectinas.
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Figura 6 - Modelo esquematico da interag@o de lectinas Concanavalina A com LPS da superficie

celular de bactérias Gram-negativas.
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Fonte: Adaptada da referéncia (BREITENBACH BARROSO COELHO et al., 2018).

Varios biossensores para bactérias foram projetados com base nas interagdes entre
lectinas e glicoconjugados nas superficies das células bacterianas. As lectinas sao candidatas
especialmente interessantes para uso como elementos de reconhecimento devido & sua
facilidade de produgdo e estabilidade inerente (YANG et al., 2016). Devido as essas
caracteristicas, vem crescendo as perspectivas de aplicagdo usando as lectinas na area de

deteccao de patdgenos transmitidos por alimentos e dgua.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como justificativa a necessidade de desenvolver
plataformas sensoras de baixo custo para detec¢do de bactérias patogénicas, tal como E. colli,
com prospeccao de andlises de amostras provindas de alimentos e aguas contaminadas
passiveis de serem empregadas em pontos de atendimento em regides de baixo poder
aquisitivo. Nesse contexto, o objetivo geral deste projeto de mestrado foi construir uma nova
plataforma sensora em que o transdutor foi um eletrodo de ouro modificado, inicialmente,
com cisteina e o par de ativadores hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxisulfosuccinimida (NHS). Sobre a camada de cisteina,
foram imobilizadas NPs de ferrita de cobalto (CoFe,O.) funcionalizadas com a molécula 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) que contém grupos amino. O bioreceptor usado foi a
lectina ConA devido a afinidade por D-glicose e D-manose presentes na superficie de
bactérias gram-negativas, tal como a bactéria £. Coli usada neste estudo. A Figura 7 apresenta
um esquema geral das etapas de modificacdo do eletrodo para constru¢do da plataforma

proposta nesse trabalho.

Figura 7 — Esquema geral das etapas de modificagdo do eletrodo para detecgdo de E. coli.

Modificacao do eletrodo

Forte: Elaborado pelo autor. (Fora da escala real)
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2.2 Objetivos especificos

o Sintetizar nanoparticulas magnéticas de CoFe,O, pelo método do poliol modificado a

fim de obter um material em escala nanométrica e tamanho uniforme;

o Revestir a superficie das nanoparticulas sintetizadas com 3-aminopropiltrietoxisilano

(APTES) para formagao das NPs funcionalizadas com grupos amino;

o Caracterizar as particulas sintetizadas por técnicas de difra¢do de raios X, microscopia
eletronica de transmissdo (MET), espalhamento dindmico de luz (DLS) e espectroscopia vi-

bracional na regido do infravermelho (IV);

o Modificar eletrodos de Au com cisteina e NPs de CoFe,Os@NH, para imobilizagao da

lectina ConA e detec¢do das bactérias E. coli,

o Caracterizar cada etapa de formacdo da plataforma sensora pelas técnicas de

voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE);

o Imobilizar as bactérias E. coli sobre o biossensor em diferentes concentragoes a fim de

obter uma curva de calibragdo;

o Determinar o limite de detec¢do e quantificagdo do biossensor formado a partir da cur-

va de calibragdo obtida através dos diagramas de Nyquist.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Os reagentes quimicos utilizados nos experimentos foram obtidos de fonte
comercial e sem tratamento preliminar. As solucdes aquosas foram preparadas usando agua
deionizada (Milli-Q®, Millipore Inc.,) com resisténcia de 18 MQcm a 25 °C. Acetilacetonato
de ferro (II1) ([Fe(acac)s], 99,9%, Sigma-Aldrich), acetilacetonato de cobalto (II) ([Co(acac).],
99%, Sigma-Aldrich), 1,2-dodecanodiol (90%, Sigma-Aldrich), acido oleico (90%, Sigma-
Aldrich), oleilamina (70%, Sigma-Aldrich), dibenzil éter (98%, Fluka Analytical), etanol
absoluto (99,5%, Synth), N-Hexano (98,5%, Synth), 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES,
99%, Sigma-Aldrich), acido acético (99,7%, Tedia), hidroxido de potassio (KOH, 99,9%,
Sigma-Aldrich), acido sulfurico (H,SO., 99,9%, Merck), cloreto de potéassio (KCl, 99%,
Sigma-Aldrich), hexacianoferrato(Il) de potéassio (Ki[Fe(CN)s], 98,5%, Acros Organics),
hexacianoferrato(Il) de potassio (Ks;[Fe(CN)s], 99+%, Acros Organics), L-cisteina (98%,
Sigma-Aldrich), N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloreto (EDC, 99%,
Sigma-Aldrich), N-hidroxisulfosuccinimida (NHS, 98%, Sigma-Aldrich), fosfato de sddio
dibasico (Na,HPOs4, 99%, Sigma-Aldrich), fosfato de potassio dibasico (K.HPO., 98%,
Sigma-Aldrich), cloreto de sodio (NaCl, 99%, Sigma-Aldrich), Concanavalin A de Canavalia
ensiformis (Jack bean) de procedéncia Sigma-Aldrich. As solugdes contendo as bactérias E.
coli BL21(DE3) foram preparadas no laboratorio de Bioinorganica da Universidade Federal
do Ceara (UFC) onde, apds a sua inoculacdo e crescimento, foram armazenadas a 4 °C em
solucdo tampao de fosfato (PBS) 10 mmol L™, pH=7,4 (contendo 137 mmol L™ de NaCl, 2,7
mmol L™ de KCI, 10 mmol L™ de Na,HPO, ¢ 1,8 mmol L' de K,HPO,). A determinacdo da
contagem das colonias de bactérias para calcular a concentragdo das mesmas em UFC/mL foi
feita através do método de contagem em placa de 4gar (BREED; DOTTERRER, 1916; JETT
et al., 1997; SUTTON SCOTT, 2011).

3.2 Sintese das nanoparticulas de CoFe204

As nanoparticulas magnéticas de CoFe204 foram sintetizadas pelo método do
poliol modificado (SILVA, 2014), baseado na redugao dos precursores metalicos [Fe(acac);] e
[Co(acac),], e utilizando o 1,2-dodecanodiol, este como agente redutor. Essa métodologia

fornece um excelente controle da morfologia, tamanho ¢ na monodispersividade das
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particulas. As nanoparticulas resultantes desse procedimento sdo estdveis em solventes
apolares (como o hexano) e cobertas com grupos terminais apolares em sua superficie. Os
ligantes de capeamento usados sdo frequentemente alcanos de cadeia longa com grupos
polares que se ligam a superficie das nanoparticulas. O &cido oleico, por exemplo, é
largamente utilizado na sintese de nanoparticulas de ferrita porque pode formar uma
monocamada protetora densa, produzindo particulas altamente uniformes e monodispersas
(CAROFF; KARIBIAN, 2003). Os surfactantes acido oleico (AQO) e oleilamina (OL) foram
empregados para estabilizacdo das NPs em solventes organicos, atuando como agentes de
superficie, além de gerar particulas monodispersas. A Figura 8 mostra as estruturas dos dois

surfactantes utilizados.

Figura 8 — Estruturas do acido oleico (A) e da oleilamina (B) utilizados na sintese das NPs.

(B) NH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

De forma mais detalhada, as NPs foram preparadas como segue: em um baldo de
trés bocas com fundo redondo contendo dibenzil éter (20 mL), foram adicionados os
precursores [Fe(acac);] (1,0 mmol) e [Co(acac),] (2,0 mmol), além do redutor 1,2-
dodecanodiol (10 mmol). A mistura reacional foi desaerada com gas argonio (Ar) por 30 min
a temperatura ambiente e sob agitagdo magnética. Inicialmente, o sistema foi aquecido até
100 °C e mantido nesta temperatura por 20 min. Nesse intervalo, foram adicionados os
surfactantes AO (6,0 mmol) e OL (6,0 mmol). Apos esse tempo, a temperatura do sistema foi
aumentada para 200 °C e mantida durante 2 h para a decomposi¢ao e redugdo dos precursores

metalicos. Em seguida, para a etapa de nucleacdo das particulas, a temperatura foi elevada
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para 300 °C (préximo a temperatura de refluxo do solvente que ¢ de 298 °C) e mantida por
mais 1 h. Apds esse periodo, a fonte de calor foi removida e o sistema resfriado para
temperatura ambiente. As particulas foram lavadas trés vezes por centrifugagdo (7500 rpm)
com uma solucao 20:80 (hexano:etanol), secas e armazenadas em dessecador. Para evitar a
oxidagdo das particulas durante as etapas de lavagem, todos os solventes utilizados foram
previamente desaerados sob fluxo de gés Ar por cerca de 30 min. As particulas também foram

submetidas a um breve fluxo de gas Ar entre cada etapa de lavagem por centrifugagao.

3.3 Revestimento das NPs de CoFe204 com APTES

Para proteger as nanoparticulas e possibilitar a funcionalizagdo das superficies, foi
realizado um revestimento com silica através de uma reacao de troca de ligante baseado na
metodologia de De Palma e colaboradores (DE PALMA et al.,, 2007) com algumas
modificagdes. A troca de ligantes ¢ um método bem conhecido para ajustar as propriedades da
superficie de nanoparticulas. Envolve a adicdo de um excesso de ligante a dispersdo de
nanoparticulas, o que resulta no deslocamento do ligante original presente na superficie das
NPs. Para o revestimento, foi utilizado o composto 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) que
proporciona a funcionalizagdo das NPs com grupos NH». A Figura 9 mostra a estrutura do

composto empregado nessa etapa.

Figura 9 — Estrutura do composto 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) usado para o revestimento

das NPs.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 10 mostra um esquema geral das reagdes quimicas durante a
funcionalizacdo das nanoparticulas de CoFe,O, com alcoxissilanos. A reagdo de silanizacao
ocorre em duas etapas: primeiramente, o organossilano ¢ colocado em uma solugdo aquosa
com um 4cido que atua como catalisador. A forma¢do da molécula de silanol ocorre por

reacdo de hidrdlise com a dgua, onde os grupos alcoxidos sdo substituidos por grupos
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hidroxila para formar grupos silandis reativos, que se condensam com outros grupos silanois
para produzir ligagdes Si—O—Si estaveis antes da formacdo de ligagdes Fe—O—Si na
superficie das NPs. Alcool (EtOH) e 4gua sio produzidos como subprodutos da condensagao.
Por fim, essa policondensagdo produz uma rede de silanos na superficie da nanoparticula apos

areacao de troca de ligante (YAMAURA et al., 2004; WU; HE; JIANG, 2008).

Figura 10 - (A) Esquema das reag¢des de hidrolise e condensagdo do APTES em meio acido e (B)

troca dos ligantes de acido oleico na superficie da NPs de CoFe204 pelo silano APTES.

(A) 1° - Hidrolise 2° - Condensacio
\, HO—Si/\/\NH2
o] H*/H,0 HO 2 (OH;)Si(CH,);NH, \
TOST n, Ty > HO ST v ST
0] HO 0\
APTES HO 2
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o) —
/\O'Sl/\/\ 0/S|/(CH2 NH,
0—Si—(CH,),—
Troca de hgant> I_< NH2
APTES CHZ —NH,
NPs de CoFe,04 NPs de CoFe,O,@NH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

O procedimento foi realizado da seguinte forma: em um banho ultrassom e sob
atmosfera de argénio, 50 mL de uma dispersdo contendo 6,0 mg das NPs de CoFe204 foram
misturados com 50 pL de acido acético concentrado. Apds 5 min em sonicacgdo, 1,0 mL de
etanol contendo 15 pL. de APTES foi gotejado sobre a dispersdo das NPs. A mistura foi
deixada em sonicac¢do por 30 minutos e, por fim, mantida em incubadora sob agitacdo orbital
por 72 h em temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi feita a lavagem das particulas por
centrifugacdo (10000 rpm) com hexano para retirar residuos de surfactantes do meio orgéanico
e, em seguida, com etanol (trés vezes) para retirar excesso de APTES. Apds o processo de
lavagem, as particulas foram dispersas em agua Milli-Q (~ 6 mL) e armazenadas a

temperatura ambiente (~ 30 °C). Esse tipo de particula modificada com silano que contém
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grupamentos amino apresenta alta dispersibilidade e excelente estabilidade em agua, como

relatado por De Palma e colaboradores (DE PALMA et al., 2007).

3.4 Técnicas de caracterizacio das NPs

O difratograma de raios-X das NPs de CoFe,O, sintetizadas foi obtido em um
difratometro da Panalytical XPert Pro MPD equipado com um tubo de cobalto com radiagdo
CoKa (A = 1,7890 nm), operando com uma tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA, em modo
continuo com tamanho do passo de 0,013° na faixa angular de 10 a 100° (260) a 300 K. Para a
execucdo da medida, a amostra s6lida que foi previamente seca em dessecador a vacuo, foi
macerada e compactada em um porta-amostras de silicio. A andlise foi realizada no
Laboratério de Raios X (LRX) da UFC. A identificacdo das fases presentes na amostra foi
realizada pelo programa X Pert HighScore Plus. J4 o refinamento de estrutura foi realizado
segundo o método de Rietveld usando o software GSAS I — EXPGUI. Imagens da estrutura
cristalina foram geradas utilizando-se o software VESTA, através da ficha cristalografica da
ferrita de cobalto obtida no banco de dados COD-Crystallography Open Database (codigo
1540973).

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos em pastilha
de KBr, em uma janela espectral de 4000 a 400 cm™, utilizando um espectrometro FTLA
2000-102 da ABB Bomem.

As andlises de microscopia eletronica de transmissao (MET) das NPs foram
realizadas no CEDENNA na Universidade de Santiago de Chile, em um microscopio
eletronico HITACHI HT7700 operando em 120 keV. O tamanho médio das particulas e a
distribuicao de tamanhos foram calculados para as NPs a partir dos didmetros de mais de 100
particulas escolhidas aleatoriamente em imagens de MET em resolugdes diferentes (20, 50 e
100 nm), utilizando o software para andlise de imagens ImageJ. As amostras foram
preparadas, inicialmente, pela dispersdo das NPs em hexano (para CoFe,Os) e agua Milli-Q
(para CoFe,O4@NH,). As suspensdes foram sonicadas em banho ultrassom por 15 min para
garantir a completa dispersdo e, em seguida, foi feito o gotejamento dessas suspensdes sobre
grades de cobre (300-mesh) cobertas com filmes de carbono, seguida pela secagem das

amostras em dessecador a temperatura ambiente.
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As medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram obtidas em um
analisador de particulas Zetasizer Nano ZS, modelo 3600, da Malvern Panalytical, no modo
backscatter (angulo de 173°) no Laboratério de Polimeros da UFC. As NPs de CoFe,O4 foram
analisadas dispersas em hexano e as NPs de CoFe,O4@NH, em uma dispersao aquosa (0,5
mg/mL para ambas). Cada medida foi feita em uma cubeta de material diferente (cubeta de
vidro para hexano e cubeta de poliestireno para dgua) com o pardmetro de “dispersante”
sendo alterado de acordo com o solvente empregado. As medidas foram feitas em triplicata a
temperatura ambiente (~ 25 °C) e cada amostra foi sonicada em banho ultrassom por 10 min

antes das medidas.

3.5 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) foram realizadas em um potenciostato AUTOLAB PGSTAT
302N. Para tanto, utilizou-se uma célula eletroquimica de vidro com entradas para os
eletrodos de trabalho, auxiliar (fio de platina em forma de espiral) e de referéncia
(Ag/AgCl/CI, KCI saturado). Eletrodos policristalinos de ouro de area geométrica (A geom) de
0,0314 cm” (BAS) foram utilizados como eletrodos de trabalho.

Os experimentos foram realizados sob atmosfera inerte de argbénio (Ar) e a
temperatura ambiente (~ 25 °C). Todos os potenciais citados neste trabalho referem-se a

interface Ag/AgCl/CI.

3.5.1 Pré-tratamento da superficie de ouro

Eletrodos de ouro policristalinos necessitam, normalmente, de trés etapas de
limpeza antes de iniciar as modificagdes na superficie a fim de obter areas normalizadas para
a formacdo das monocamadas. A primeira etapa de limpeza consiste em um procedimento
quimico, onde o eletrodo foi imerso em uma solu¢do “piranha” (H,SO./H,0O,, 3:1) por 3
minutos. Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua Milli-Q e submetido a polimento
mecanico com movimento em forma de oito para evitar efeitos de borda. Nessa etapa, foi
utilizado pasta de alumina (0,05um de granulagdo) para o polimento da superficie de Au
(ELGRISHI et al., 2018). Apds o polimento, o eletrodo foi sonicado por 2 min em dgua Milli-

Q para retirar particulas de alumina.
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A 1tultima etapa de limpeza consiste em um procedimento eletroquimico.
Primeiramente, foram realizadas 20 varreduras ciclicas a 500 mV s™' na faixa de potencial de -
0,4 Va-1,8 Vem solugido 0,5 mol L™ de KOH. Ap6s lavagem do eletrodo com 4gua, foram
realizadas varreduras ciclicas a 500 mV s™' na faixa de potencial de -0,4 V a +1,8 V em
solugdo 0,5 mol L™ de H,SO.. O processo de limpeza foi finalizado apds obtengdo do perfil

caracteristico de um eletrodo de ouro policristalino limpo (HAMELIN, 1988).

3.5.2 Determinac¢ao da area ativa do eletrodo de ouro

Apds a metodologia de limpeza do eletrodo, foi realizado uma varredura ciclica a

100 mV s™' em solugdo 0,5 mol L™ de H,SO, varrendo-se o potencial de -0,4 V a 1,6 V. Nessa
faixa de potencial, sdo observados os processos caracteristicos da formacao de 6xidos de ouro
(BRUCKENSTEIN; SHAY, 1985) como mostrado no voltamograma da Figura 11.

A area eletroquimicamente ativa do eletrodo de ouro (Auiva) € o fator de
rugosidade (fr =Aativa/Ageom) foram determinados a partir da carga referente ao processo de
formagdo dos 6xidos de ouro mostrado na regido hachurada da curva voltamétrica ilustrada na
Figura 11. Para metais que exibem processos de dessor¢do e adsor¢do de oOxidos bem
definidos, € possivel aplicar esse método para calcular a area ativa do eletrodo. A carga do
processo ¢ obtida pela razdo da area da onda pela velocidade de varredura. Sabendo que para
ouro policristalino, o valor de densidade de carga relacionada a formagao de 6xido ¢ de 390
uC cm?(S. TRASATTI E O. A. PETRIIL, 1991), pode-se calcular a area ativa.

Para o voltamograma ilustrado na Figura 11, os valores de Auia. € fi foram
calculados em 0,1239 cm?® e 3,9 (considerando Agom = 0,0314 cm?), respectivamente. Essa
etapa de determinagdo da area ativa foi realizada em todas os experimentos de replicata da
modificagdo do eletrodo, pois esse valor numérico foi utilizado para os tratamentos dos
resultados de impedancia que serdo abordados posteriormente. A importancia dessa etapa
justifica-se pelo fato de que, em todas as medidas de impedancia os graficos precisam ser
normalizados pelo valor da area ativa, ja que ap6s finalizar cada modificagdo, o eletrodo ¢
reutilizado e passa por um novo ciclo de limpeza e modificagdes resultando em um valor de

area ativa diferente.
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Figura 11 - Voltamograma ciclico a 100 mVs™ do eletrodo de ouro policristalino em solugdo 0,5 mol L™

de H,SO4 a 25 °C.
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3.5.3 Modificacao do eletrodo de ouro

Apos as etapas de limpeza e determinagdo da area ativa do eletrodo, foi realizado
o procedimento de formacdo das monocamadas automontadas para, assim, gerar a plataforma
visando a deteccdo de bactérias. Depois de cada etapa de modificacdo, descritas na Figura 12,
o eletrodo foi caracterizado por VC e EIE. Inicialmente, para a formacao do eletrodo Au/Cys/
NHS, foi utilizada a metodologia baseada no trabalho de Ozcan e colaboradores (OZCAN et
al., 2014), conforme descri¢do a seguir: imersdao do eletrodo de ouro limpo em uma solucao
de cisteina (Cys, 50 mmol L™) por 12 h formando a superficie Au/Cys. Apds lavagem, o
eletrodo Au/Cys foi imerso por 1 h em uma solug¢do contendo 0,04 mmol L™ do reticulador
heterobifuncional N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloreto (EDC) e 0,01
mmol L' de N-hidroxisulfosuccinimida (NHS). Em seguida, o eletrodo denominado Au/Cys/
NHS foi lavado e imerso em uma dispersdo aquosa contendo as NPs de CoFe,O4@NH: (0,05
mg mL™") por 24 h. E importante ressaltar a necessidade de sonicar as NPs antes da imersao
do eletrodo para que as mesmas permanecam dispersas no meio aquoso. O eletrodo
denominado Au/Cys/NHS/NPs foi lavado e imerso em uma solucdo tampao fosfato (PBS 10

mmol L', pH 7,4) contendo a lectina ConA (0,1 mg mL™") por 24 h formando o eletrodo
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Au/Cys/NHS/NPs/ConA. O esquema de modificagao do substrato de ouro contendo todas as

etapas de modificacdo ¢ apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Etapas de modificacdo do eletrodo de ouro com cisteina (Cys), N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida hidrocloreto (EDC) e N-hidroxisulfosuccinimida (NHS), NPs CoFe,Os@NH, ¢ ConA para a
formacao do eletrodo Au/Cys/NHS/NPs/ConA.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (Fora de escala)

Para mostrar com mais detalhes a etapa de modificagdo com EDC/NHS, a Figura
13 apresenta um esquema geral da reagdo de reticulagdio com os compostos EDC
(carbodiimida) e NHS (N-hidroxisuccinimida) que foram utilizados nesse trabalho para
possibilitar a imobilizagdo das nanoparticulas funcionalizadas com grupos amino na
superficie do eletrodo de Au modificado com cisteina. O NHS ¢ constantemente introduzido
em protocolos de acoplamento com EDC para melhorar a eficiéncia da reagdo ou gerar
intermedidrios estaveis a seco (que sdo reativos a aminas). O EDC acopla NHS a carboxilas
produzindo um éster NHS que ¢ significativamente mais estavel do que o intermedidrio o-
acilisoureia proporcionando, dessa forma, uma conjugacdo efetiva com aminas primarias em
pH fisioldégico e formando, por fim, um conjugado estavel através da ligagdo amida

(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2022).
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Figura 13 - Esquema da reagdo de reticulagdo carboxil-amina usando o EDC e NHS.
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Fonte: Adaptada da referéncia (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2022).

3.5.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

Os experimentos de impedancia foram realizados apos cada etapa de modificacao
do eletrodo (descritas na sessdo 3.5.3). As medidas foram feitas na faixa de frequéncia de 0,1
Hz a 30 kHz com amplitude de perturbagao de 20 mV. As analises foram obtidas em solugao
de KCl1 0,1 mol L™ contendo 2,5 mmol L™ dos ions complexos [Fe(CN)s]* e [Fe(CN)s]*
como espécies redox ativas. Foi empregado o método de potencial de circuito aberto (OCP, do
inglés Open Circuit Potential) para definir o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho em

relagdo a valores proximos do equilibrio do par redox Fe™™.

3.5.5 Deteccao das bactérias E. coli

Os eletrodos modificados com lectina ConA foram testados para deteccdo das
bactérias E. coli BL21(DE3), sendo realizadas medidas em sequéncia de VC e EIE. O
eletrodo denominado Au/Cys/NHS/NPs/ConA foi imerso por 15 min em uma solug¢do tampao
fosfato (PBS 10 mol L', pH 7.,4) contendo diferentes concentra¢des de E. coli (1,7 x 10', 8,3
x 107, 8,3 x 10°, 8,3 x 10* UFC/mL). As medidas foram realizadas em triplicata em trés
eletrodos separados para cada uma das concentracdes a fim de obter a repetibilidade das
medidas e confiabilidade do biossensor. As solu¢des de E. coli foram preparadas por uma
série de diluicdes em tampao fosfato, sendo que foram realizados alguns testes preliminares e

medidas de impedancia antes de definir as concentracdes para a deteccdo e construgdo da
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curva de calibragao. Todas as medidas eletroquimicas foram feitas a temperatura ambiente (25

°C).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difracao de Raios X

Os difratogramas de raios X em p6 foram obtidos para fornecer informagdes sobre
a estrutura cristalina do material sintetizado. A amostra sintetizada foi identificada com a fase
de ferrita de cobalto (CoFe,04) apresentando sistema cristalino hexagonal e grupo espacial R-
3m. Foi realizado o refinamento pelo método de Rietveld a partir do difratograma da ferrita
obtido no banco de dados COD (codigo 1540973) (SHIN; LEE; KNOW, 1994). O
difratograma ilustrado na Figura 14 mostra o perfil dos picos observados e calculados, além
da diferenca entre ambos, com a atribuicdo dos principais picos de difragdo. Os valores de
Rwp e * sdo apresentados pois sdo informagdes importantes que se referem a qualidade do

refinamento e serdo definidos posteriormente.

Figura 14 — Difratograma de raios X para a amostra de NPs de CoFe,O, incluindo o difratograma

calculado (vermelho), observado (preto) e a diferenca entre ambos (azul).
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Os picos de difragdo centrados em 26 observados no difratograma apresentado na
Figura 14 sdo caracteristicos de fase Unica de CoFe,O4com estrutura hexagonal compactada e
indicam esse material como Unico produto da reagdo, ou seja, ndo ha contaminacdo da fase de
o6xido de ferro ou qualquer outra impureza (BASTIANELLO; GROSS; ELM, 2019;
SHAHJUEE; MORTEZA MASOUDPANAH; MOHAMMAD MIRKAZEMI, 2017,
SWATSITANG et al., 2016; PURNAMA et al., 2015). Os pardmetros de rede obtidos no
refinamento para a amostra de CoFe,Os4 sintetizada sdo mostrados na Tabela 1, nela ¢
mostrado uma comparagao entre os valores calculados e os valores de referéncia (SHIN; LEE;
KNOW, 1994). Sendo que foi observado valores muito similares com o reportado na
literatura, com baixo desvio padrdo para cada parametro, refor¢ando assim a qualidade do

refinamento.

Tabela 1 - Comparagao entre parametros de rede obtidos no refinamento e os de referéncia.

Parametros Observado Referéncia: SHIN; c
LEE; KNOW, 1994

a(A) 5,9309 5,9370 0,0007

b (A) 5,9309 5,9370 0,0007

c(A) 14,6127 14,5430 0,0035
a(®) 90 90 0
B(°) 90 90 0
v(°) 120 120 0

V (A3 445,16 443,93 0,102
d (g/cm?) 5,25 5,26 -

A estrutura cristalina das NPs CoFe,O4 que foram sintetizadas ¢ apresentada na
Figura 15 (as imagens sdo geradas usando o software VESTA) sendo consistente com uma
estrutura hexagonal compactada (hcp). Esse tipo de estrutura contém sitios intersticiais
octaédricos (sitios O) e sitios intersticiais tetraédricos (sitios T) (SHOHOIJI, 2013), sendo que
os fons Fe** ocupam todos os sitios tetraédricos ¢ metade dos octaédricos. Ja os fons de Co**

ocupam metade dos sitios octaédricos (GORBACHEYV et al., 2021; SMIT; WIJN, 1959).
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Figura 15 - Estrutura cristalina das NPs CoFe,0.,, (a) modelo de bola e bastdo onde as esferas
pequenas representam os atomos de oxigénio e as esferas grandes representam os atomos de cobalto ou ferro; (b)

modelo poliédrico contendo os sitios tetraédricos e octaédricos dentro da estrutura cristalina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dois parametros permitem avaliar a eficiéncia do refinamento para atribuicao da
estrutura cristalina. O erro residual do processo de refinamento (Rwp), determinado pelo
método dos minimos quadrados, indica confiabilidade quando se obtém valores inferiores a
20%. A razao entre o valor de Rwp e o erro estatistico associado as medidas de intensidade
(%) € outro parametro de avaliagdo de acuracia nos protocolos de refinamento (YOUNG, R.
A, 1993). Valores de y* entre 1,0 ¢ 1,6 apontam para um nivel adequado de refinamento (H.
SAISHO; Y. GOHSHI, 1996). Neste trabalho, os valores de Rwp e y* foram calculados em
16,20% e 1,058 respectivamente, indicando que o refinamento foi satisfatorio.

Para determinar o tamanho das particulas da amostra, foi utilizado o método de
Scherrer (CULLITY, B. D, 1978), onde o tamanho médio dos cristalitos (d.) foi calculado a
partir das medidas de largura a meia altura do pico (J3), dada em radianos, correspondente a

linha de reflexdo de maior intensidade do difratograma, de acordo com a Equagdo 1:

_ k.A
™" B.cosf 1)

Onde k ¢ o fator de correlacdo que depende da forma da particula (0,9 para

particulas esféricas), A ¢ o comprimento de onda (em nm) dos raios X que foi usado na
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medida, e 0 ¢ o angulo de difragdo de Bragg do pico com maior intensidade relativa (100%).
Quanto menor for a largura dos picos no difratograma, maior sera o tamanho médio das
particulas. Sendo assim, a largura a meia altura do pico de difragdo de maior intensidade esta
relacionada com o didmetro médio das particulas. O valor médio de tamanho das particulas
calculado a partir do difratograma de raios X usando o método de Sherrer foi de 7,44 + 0,04
nm. Como se verd a seguir, outras técnicas podem ser empregadas para o célculo de d

permitindo uma avaliagdo comparativa com o resultado apresentado.

4.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As imagens de baixa e alta resolucdo resultantes do contraste gerado por um feixe de
elétrons sobre um determinado material, permite que a técnica de microscopia eletronica de
transmissdo forneca informagdes sobre o tamanho e a morfologia de nanomateriais. As
Figuras 16 e 17 apresentam as imagens de MET obtidas para as amostras CoFe,O, e
CoFe,Os@NH: e os histogramas de distribuicdo de tamanho, respectivamente. A contagem
das NPs foram realizadas em varias imagens diferentes, para totalizar mais de 100 particulas.
No Anexo, foi incluido imagens para as duas amostras em uma escala maior (100 nm), que

também foram utilizadas durante a contagem das particulas.

Figura 16 — Imagens de MET das NPs CoFe,;O4 (A) e CoFe,O4@NH; (B).
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Figura 17 - Graficos de distribui¢@o de tamanhos para as NPs de CoFe,O4 (A) e CoFe,Os@NH, (B).
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Para a amostra de CoFe;O,, a imagem de MET indica boa uniformidade de
tamanho com particulas de formas aproximadamente esféricas e didmetro médio de Drem =
7,3 nm (£ 0,8 nm) sendo proximo aquele calculado pela equacdo de Scherrer (7,44 nm). Para
a amostra de CoFe,O4@NH,, ap6s a modificacdo com APTES, a imagem indica a manutencao
da forma esférica e auséncia de deformagdo ou crescimento significativo. O histograma
resultou em um didmetro médio de 7,2 nm (£ 0,7 nm). Esse resultado sugere que a
modificagdo ocorre na superficie das NPs, sem gerar uma camada espessa de silica. As
imagens obtidas por MET, sdo capazes de fornecer informagdes somente sobre o nucleo
inorganico do nanomaterial ndo podendo ser usado, portanto, para analise do revestimento
organico (APTES) devido a transparéncia desses materiais relativamente a técnica em questao
(DE PALMA et al., 2007). A transparéncia eletronica esta diretamente relacionada ao tamanho
dos atomos. Elementos de nimero atomicos elevados sdo mais densos € menos transparentes
ao feixe transmitido, difratam mais pronuncialmente o feixe e observa-se regides mais
escuras, diferente de materiais organicos que sao mais leves, onde observa-se regides claras ja
que o feixe atravessa a amostra (ZHANG; HE; GU, 2006). Para obter informagdes que
permitam avaliar a funcionalizacdo das NPs com APTES, realizou-se experimentos de DLS

cujos resultados serdo apresentados a seguir.
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4.3 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Os didmetros hidrodindmicos das NPs de CoFe,Os e CoFe,Os@NH, foram
analisados pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) utilizando suspensoes
diluidas (aproximadamente 0,5 mg mL™). Essa técnica fornece a média da intensidade de
espalhamento de luz em funcdo do tempo das particulas suspensas em solvente liquido sob
movimento browniano para obter a distribuicdo dos diametros hidrodindmicos (Du). Esses
didmetros, por sua vez, podem ser registrados em func¢do da intensidade, volume ou niimero
de particulas. O diametro hidrodindmico ¢ um dado relevante, pois permite estimar o raio da
particula em suspensdao considerando, nao apenas o tamanho isolado da particula, mas
também a regido difusa de cargas formadas por contra-ions (influéncia da forga idnica do
meio) e pela camada de hidratagao (XU, 2008).

Nos graficos de distribuicdo dos didmetros hidrodindmicos por numero de
particulas, Figura 18, apenas uma distribuicdo de tamanhos foi observada para cada amostra.
Para as NPs CoFe,O, dispersas em hexano (ja que sdo dispersas somente em meio organico),
o Dy observado foi de 11,70 nm. Ap6s a modificacdo com silica, foi possivel dispersar as NPs

em agua, ¢ o valor de Dy foi observado em 37,84 nm.

Figura 18 - Grafico da distribuig¢@o percentual do numero de particulas em fun¢do de Dy para as NPs de

(A) CoFe,0s4¢e (B) COF€204@NH2.
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O resultado de DLS para as NPs CoFe,O, (11,70 nm) apresentou uma diferenca
significativa em relagdo ao tamanho obtido por MET (7,3 nm). De fato, tal diferenca era
esperada e pode ser explicada pela presenca dos surfactantes (4cido oleico e oleilamina) na
superficie das NPs, ja que o tamanho medido pela técnica de DLS considera, também, as
moléculas presentes na superficie do material. Isso indica uma coeréncia com o resultado
obtido por MET que fornece o “diametro verdadeiro” das particulas (LIM et al., 2013)
podendo, assim, ser considerado o tamanho de 7,3 nm para o nicleo magnético e a diferenga
de 4,4 nm associada aos surfactantes presentes como uma monocamada continua ao redor de
cada NP. As medidas de DLS nao sdo capazes de diferenciar materiais organicos de
inorganicos, fazendo, apenas, a medida do tamanho total das particulas. Por esse motivo, o
tamanho calculado por essa técnica, geralmente, ¢ maior do que aquele determinado por MET
(LIM et al., 2013; DE PALMA et al., 2007).

Os valores médios de Dy das NPs recobertas com silica foram bem maiores do
que aqueles observados paras as NPs de ferrita ndo recobertas, sendo um indicativo de que
houve, efetivamente, a formacdo de uma fina camada de silica. Em geral, as nanoparticulas
revestidas com silica apresentam um tamanho maior que as NPs puras (LIU et al., 2015).
Portanto, o aumento no valor de Dy ¢ atribuido a formagdo de monocamadas polimerizadas
dos silanos (APTES) em conjunto com a camada de solvatacao (LIU et al., 2015).

O indice de polidispersdao (PDI) ¢ a medida da heterogeneidade de uma amostra
com base no tamanho, podendo ocorrer polidispersidade devido a agregagao ou aglomeracgao
das particulas durante a anélise ou devido & sua distribui¢do de tamanho. E estabelecido que
valores de PDI < 0,05 costumam ser mais comuns para amostras altamente monodispersas,
enquanto valores > 0,7 sdo associados a distribui¢do de particulas polidispersas (MUDALIGE
et al., 2019). Excetuando-se amostras padroes altamente monodispersas, valores menores que
0,05 sao raramente observados. Valores de PDI muito altos (proximos de 1), como no caso de
amostras polidispersas, sdo considerados suspeitos ndo sendo, portanto, adequados para esse
tipo de analise e ndo apresentando confiabilidade nas medidas de DLS (RAVAL et al., 2019).
Os valores de PDI obtidos neste trabalho, foram de 0,49 e 0,34 para as NPs antes ¢ apo6s o
recobrimento com APTES, respectivamente, indicando que as particulas sintetizadas pelo
método do poliol modificado sdo monodispersas (j4 que apresentam valores de PDI < 0,7) e

que ¢ mantida essa monodispersdo apds o recobrimento com o silano.
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4.4 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (IV)

As nanoparticulas sintetizadas neste trabalho foram analisadas por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho para inferir sobre a presenca de moléculas dos
surfactantes e APTES sobre a superficie. O espectro infravermelho (IV) das NPs de CoFe,04
e CoFe,O4@NH, sdao mostrados na Figura 19 e as tentativas de atribuigdes das principais

bandas encontram-se resumidas na Tabela 2.

Figura 19 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras de NPs de CoFe,O, (linha

preta) e CoFe,O4s@NH, (linha vermelha) obtidos em pastilha de KBr.

Yy i
77/
CoFeZO .
n
w
- N M §
© < >
s « N
'
S
T)
c
£ CoFe,0,@NH,
=
7 -
c
©
—
<
3 28
n
Yy A
777

4000 3500 3000 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm™)



46

Tabela 2 — Tentativa de atribui¢ao dos principais modos vibracionais observados para as NPs de CoFe,O,

e CoFe,O4@NH,.

Numero de onda (cm™) Tentativa de
o e Referéncias
CoFe,0, CoFe,0,@NH, atribuicao
LIU et al., 2015; DE
3437 3437 v(O-H) + v(N-H)
PALMA et al., 2007
2955 2962 va(CH3) ZHANG; HE; GU, 2006
YE; ZHAO; DOU, 2018;
2921 e 2851 2915 e 2847 vi(CHa) € vy(CHa)
BLOEMEN et al., 2012
DE PALMA et al., 2007;
1632 1634 d(NH,) + 3(0-H)
SODIPO; AZIZ, 2014
DE PALMA et al., 2007;
1551 e 1416 — vo(COO) e vy(COO")
LIMAYE et al., 2017
— 1385 v(C-N) DE PALMA et al., 2007
— 1259 v(Si-C) BLOEMEN et al., 2012
ARKLES; JR;
— 1088-1029 v(Si-O-R) ANDERSON, 1984; LI et
al., 2010
— 805 o(NH,) DE PALMA et al., 2007
WALDRON, R, 1955;
591 599 v(Fe-0)
YAMAURA et al., 2004

vs - estiramento simétrico; va - estiramento assimétrico, & - deformagdo angular simétrica no plano; ® -
deformag@o angular simétrica fora do plano.

A banda em 3437 cm™ no espectro das NPs de CoFe;Os, linha preta na Figura 19,
corresponde aos modos vibracionais de estiramento das ligagoes OH, v(O-H), e NH, v(N-H),
presentes nas estruturas dos surfactantes acido oleico e oleilamina (estruturas mostradas na
Figura 8), respectivamente (SHUKLA et al., 2003). O aumento de intensidade dessa banda no
espectro das NPs de CoFe,Os@NH, (curva em vermelho) ¢ atribuido a presenca das
moléculas de APTES e a grande quantidade de grupos amino livres na superficie das
particulas (LIU et al., 2015; DE PALMA et al., 2007). Na regido entre 2960 ¢ 2850 cm™ sdo
observadas, nos espectros das duas amostras, bandas caracteristicas de modos de estiramentos

simétricos e assimétricos de grupos —CH; e —CH, (ZHANG et al., 2012; YE; ZHAO; DOU,
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2018) presentes na estrutura do APTES e que, também, estido presentes nas estruturas do acido
oleico e oleilamina das NPs de CoFe.O,(ZHANG; HE; GU, 2006; BLOEMEN et al., 2012).

A banda em 1634 cm™ ¢ atribuida a deformagdo angular simétrica no plano dos grupos
aminos do APTES, 8(NH>), e deformacao angular de ligagdes —OH. A mesma banda aparece
em 1632 cm™ para as NPs sem o recobrimento de silica devido a presenca dos agentes de
superficie (4cido oleico e oleilamina) que foram utilizados para estabilizacdo da ferrita de
cobalto e que, também, apresentam os modos vibracionais dos grupos —OH e —NH,, porém
com menor intensidade (DE PALMA et al., 2007). As bandas em 1632 ¢ 3430 cm™ podem se
sobrepor com bandas provenientes dos modos vibracionais de estiramento e deformacao da
agua presente no material devido a adsor¢do de moléculas de dgua na superficie das NPs
CoFe,O4@NH, via ligacdo de hidrogénio (SODIPO; AZIZ, 2014).

As bandas caracteristicas dos estiramentos dos grupos carboxilatos, v,(COO") e
vs(COQ), presentes no acido oleico usado como estabilizante na sintese das nanoparticulas,
sdo observadas em 1551 e 1416 cm™, respectivamente. A diferenca entre as posigdes desses
modos vibracionais (Av = 135 cm™) sugere que a coordenagdo dos grupos carboxilatos com o
metal ocorre na forma bidentada, pelos dois adtomos de oxigénio (MCAFEE, 2000). O
desaparecimento dessas bandas apds o revestimento com a silica APTES ¢ um forte
indicadivo de que o procedimento de troca de ligantes foi eficiente, tornando hidrofilicas as
NPs originalmente hidrofobicas (DE PALMA et al., 2007; LIMAYE et al., 2017).

No espectro das NPs de CoFe,O4@NH, (curva em vermelho), um pequeno ombro que
aparece em 1568 cm™ ¢ atribuida a deformacio da ligagio N—H (DE PALMA et al., 2007)
dos grupos amino protonados 6(NH;"). Essa protonagdo pode ocorrer devido a presenca de
acido acético usado como catalisador na reagdo de revestimento das NPs (BLOEMEN et al.,
2012). Outra banda bem discreta em intensidade aparece em 1455 cm™, sendo referente a
deformacao angular dos grupos metilenos, 6(CH:), do APTES (ZIRAK et al., 2018) enquanto
aquela em 1385 c¢cm™ ¢ atribuida ao estiramento da ligagdo CN, v(C—N) (DE PALMA et al.,
2007), das moléculas do silano. J4 a banda bem definida em 1259 cm™ estd associada ao
estiramento da ligagdo Si—C (BLOEMEN et al., 2012).

A diferenca mais marcante entre os espectros ¢ observada pelo conjunto de bandas
na regido entre 1088 e 1029 cm™ que ¢ caracteristico das camadas de silica condensadas na
superficie da NPs, sendo atribuidas a modos vibracionais de estiramento das ligagdes Si—O—

Si (ARKLES; JR; ANDERSON, 1984; LI et al., 2010). A banda em 805 cm™, por sua vez, é
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atribuida a deformagdo angular simétrica fora do plano dos grupos amino, ®(NH)
(BLOEMEN et al., 2012; DE PALMA et al., 2007).

A banda de forte intensidade observada em 591 cm™ no espectro das NPs de
CoFe;0; (curva em preto), corresponde aos modos vibracionais de estiramento da ligacdo
FeO, v(Fe—O), do nucleo da ferrita (WALDRON, R, 1955). Apo6s a troca de ligante, foi
observado um deslocamento para 599 cm™ e leve alargamento dessa banda devido a formagéo
de ligagoes Fe—O—Si (YAMAURA et al., 2004). Além disso, foi observada uma diminuicao
de intensidade indicando a eficiéncia do revestimento do material em relagdo a protegao
contra oxidagdo, sendo essa reducao da intensidade um efeito de diluigdo da massa devido a
presenga do material organico. Por fim, as bandas de baixa intensidades observadas na regido
de 1120 a 1043 cm” no espectro das NPs de CoFe,O, podem ser atribuidas aos modos
vibracionais de estiramento das ligagdes C—C e deformacao angular assimétrica fora do plano
dos grupos metilenos, ©(CH.), dos surfactantes (CANNAS et al., 2010; WALDRON, R,
1955).

4.5 Modificacio do eletrodo de ouro e detec¢ao de E. coli

As etapas de modificagdo do eletrodo de ouro ocorreram de forma espontanea, apenas
por imersdo do substrato, tal como ilustrado na Figura 12. As técnicas de VC e EIS foram
usadas para acompanhar todas essas etapas usando, como espécie redox ativa, os ions
complexos [Fe(CN)s]* e [Fe(CN)s]*em solugio de KCI. Esses complexos apresentam
respostas eletroquimicas e impedimétricas bem definidas, permitindo a correlagdo das
respostas obtidas com a composicdo e/ou organizacdo das moléculas adsorvidas sobre a
superficie de ouro (ROCK, 1966; VOGT et al., 2016). A Figura 20 mostra os voltamogramas
ciclicos obtidos apos cada etapa de modificacdo do eletrodo de ouro até a etapa de
imobilizacao de E. Coli.

As ondas observadas nos voltamogramas apresentados na Figura 20 sdo atribuidas ao
par redox Fe"™ do ion complexo [Fe(CN)¢]*em solu¢do. Para o eletrodo de ouro nio
modificado (curva preta), a diferenca entre os potenciais de pico de oxidacao (E;.) e redugao
(Epe) (AE, =79 mV), bem como a razdo entre as correntes de pico anddica (i) € catddica
(ipe) (ipa/1pc = 0,98) indicam um comportamento quasi-reversivel do processo redox estudado.

Tal resultado € consistente com trabalhos anteriores, considerando as mesmas condigdes
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experimentais (PAULO; DIOGENES; ABRUNA, 2011; MENON; KUMAR, 2017; OZCAN
etal., 2014; SIMAO et al., 2020).

Figura 20 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro limpo (curva preta) e apds modificagdo com
cisteina (Au/Cys, curva vermelha), cisteina ativada com NHS (Au/Cys/NHS, curva azul), NPs de CoFe,O4@NH,
(Au/Cys/NHS/NPs, curva magenta), ConA (Au/Cys/NHS/NPs/ConA, curva verde) e imersdo por 15 min em
solugdo contendo E. coli (8,3 x 10* UFC/mL). Curvas obtidas a 0,05 V s em solugdo de KC1 0,1 mol L'
contendo [Fe(CN)s]*"* 2,5 mmol L' a 25 °C.
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Os voltamogramas obtidos para o eletrodo de ouro apdés modificacdo com
moléculas de cisteina (Au/Cys), curva vermelha, acoplamento com EDC/NHS
(Au/Cys/NHS), curva azul, e incorporacdo das NPs de CoFe,Os@NH, (Au/Cys/NHS/NPs),
curva magenta, ndo apresentaram diferenga significativa comparativamente ao eletrodo de
ouro ndo modificado. Para os eletrodos Au/Cys e Au/Cys/NHS, esse resultado ¢ atribuido a
presenca de defeitos na monocamada que geram sitios nao recobertos ou poros através dos
quais as moléculas de prova passam e atingem a superficie do eletrodo onde ocorre a reacao
heterogénea de transferéncia de elétrons (hTE). A presenca de sitios ndo recobertos em

monocamadas de moléculas sulfuradas ¢ frequentemente reportada sendo atribuida a repulsao
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entre as moléculas adjacentes e permitindo assim a transferéncia de carga (CEA et al., 2016;
MENDES et al., 2004).

J& a similaridade de perfil voltamétrico observada entre o eletrodo ndo modificado
e o eletrodo Au/Cys/NHS/NPs pode ser atribuida ao aumento de condutividade elétrica
fornecida pelas nanoparticulas magnéticas (RIU; GIUSSANI, 2020; KAYA et al., 2021).
Como sera observado posteriormente na Tabela 3, o fato da modificag¢do do eletrodo de Au até
a etapa de imobilizacdo das NPs ndo afetar significativamente o perfil voltamétrico ¢é
explicitado pela similaridade entre os valores de AE,. Ressalte-se que a incorporagdo das NPs
sobre o eletrodo Au/Cys/NHS ocorre a partir da formacgdo de ligacdes amidas entre os grupos
éster NHS e NH, da superficie das NPs (OZCAN et al., 2014), como ja foi comentado na
sessdao 3.5.3. Ja a imobilizagdo da lectina Concanavalin A (ConA) formando o eletrodo
Au/Cys/NHS/NPs/ConA, se da por interagdes eletrostaticas (SIMAO et al., 2020). Apds a
imobilizacdo da proteina, a curva voltamétrica (curva verde) apresenta uma mudanga
significativa de perfil com diminui¢do nos valores das correntes de pico e afastamento entre
os potenciais de pico como resposta a imobilizacdo da lectina. Esse resultado indica que a
proteina exerce um efeito de bloqueio em relagdo a reacdo hTE das espécies de prova redox
(SIMAO et al., 2020). Resultados similares foram reportados para eletrodos modificados com
Cys/ZnONPs/ConA e Fe;04,NPs/ConA (SIMAO et al., 2020; DUTTA et al., 2018; DA SILVA
et al., 2014).

O eletrodo modificado apresenta, ainda, uma mudanca de perfil ap6s imersdo em
solucao de E. coli (curva amarela) com uma diminuicdo nas correntes de pico atribuida a
interacdo da ConA com as proteinas glicosiladas presentes nas superficies dessa bactéria
(REINA et al., 2008). Esse resultado indica que a E. coli ¢ capturada pela ConA mostrando
que a plataforma sensora elaborada é capaz de detectar as bactérias em estudo. Perfis
voltamétricos semelhantes foram obtidos para todas as modificacdes do eletrodo realizadas
em triplicata para as quatro concentracdes de E. coli.

A Figura 21 apresenta os diagramas de Nyquist obtidos apds cada etapa de
modifica¢do do eletrodo, incluindo uma medida obtida apds imersdo em solugdo de E. Coli
em uma das concentracdes de trabalho. A Figura 22 apresenta os diagramas de Nyquist do
eletrodo Au/Cys/NHS/NPs/ConA apds imersdo em solugdes de diferentes concentracdes de E.
coli (1,7 x 10" - 8,3 x 10* UFC/mL), iniciando com a curva da plataforma sensora formada

apos a modificagdo com ConA (curva preta).
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Figura 21 — Diagramas de Nyquist para cada etapas de modificagdo do eletrodo e apds 15 min de
imersdo em solu¢do contendo E. coli (1,7 x 10" UFC/mL). Solugdo eletrolitica: KCI 0,5 mol L™ contendo
[Fe(CN)s]*"** 2,5 mmol L' a 25 °C. Inserido: diagramas de Nyquist com amplia¢do na faixa de 0 a 100 Q cm?
para os eletrodos Au, Au/Cys, Au/Cys/NHS e Au/Cys/NHS/NPs.
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Figura 22 — Diagramas de Nyquist obtidos para o eletrodo Au/Cys/NHS/NPs/ConA e deste ap6s 15 min
de imersdo em solugdes de diferentes concentracdes de E. coli. Solugdo eletrolitica: KC1 0,5 mol L' contendo

[Fe(CN)6]** 2,5 mmol L' a 25 °C.
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A Tabela 3 apresenta os parametros impedimétricos e eletroquimicos obtidos a

partir dos resultados apresentados nas Figuras 20, 21 e 22.
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Tabela 3 — ParAmetros impedimétricos e voltamétricos obtidos para o ion complexo [Fe(CN)s]*” em

fungdo da superficie modificada e concentragdo de E. coli.

Eletrodo modificado Concentra¢io Rcr /Q 0 Kapp/10*  AE/ mV
de E. coli/lUFC  cm? » Vs
mL"! cm s Ag/AgCl
Au - 29,73 0 35,82 79
Au/Cys - 40,87 0,273 26,06 76
Au/Cys/NHS - 47,79 0,378 22,29 75
Au/Cys/NHS/NPs - 50,43 0,410 21,12 78
Au/Cys/NHS/NPs/ConA - 532,56 0,944 1,99 114
Au/Cys/NHS/NPs/ConA/ 1,7 x 10’ 734,17 0,959 1,45 145
E.coli
Au/Cys/NHS/NPs/ConA/ 8,3 x 107 1534,95 0,981 0,69 147
E.coli
Au/Cys/NHS/NPs/ConA/ 8,3 x 10° 2218,88 0,987 0,48 141
E.coli
Au/Cys/NHS/NPs/ConA/ 8,3 x 10* 2239,25 0,987 0,47 147
E.coli

Rer = resisténcia de transferéncia de carga; 0 = taxa de recobrimento superficial; K., = constante de velocidade

aparente de transferéncia de carga; AE,= variag@o entre os potenciais de pico.

A taxa de recobrimento superficial (8) e a constante de velocidade aparente de
transferéncia de carga (ki) podem ser determinadas a partir das Equagdes 2 e 3

(BANDYOPADHYAY et al., 1998) apresentadas abaixo:

R
0=1-—< )
RCT'
_R.T
' F’.C.Rgp ®)

Em que Rer € Rer s@o os valores de resisténcia de transferéncia de carga para os eletrodos

limpo e modificado, respectivamente. R € a constante dos gases ideais (8,314 J K 'mol™), T ¢
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a temperatura (em K), F é a constante de Faraday (96485 C mol™) e C é a concentragio do par
redox em solu¢do (mol cm™).

Os valores da Tabela 3 mostram um aumento do valor de Rcr apds cada etapa de
modificagdo e, consequentemente, um aumento da taxa de recobrimento superficial (). Até a
etapa de modificag¢do do eletrodo com as NPs, o valor de 8 observado foi de 0,410 indicando,
ainda, a presenca de poros ou sitios ndo recobertos que permitem o acesso das espécies redox
ao substrato de Au. Apos a etapa de modificagdo com a proteina ConA, o valor de 6 passou
para 0,944 indicando um recobrimento superficial de quase 95% e para 0,987 apds a
imobilizacdo das bactérias correspondendo a um recobrimento superficial bem proximo de
100%. Além disso, as diferencgas entre os valores de potencial de pico anddico e catddico
(AE,) é significativamente maior ap6s a modificacdo com a proteina (114 mV) e a exposicao a
solugdo de bactérias, chegando a valores de até 147 mV para a concentragdo de 8,3 x 10*
UFC/mL de E.coli. Esse elevado valor de 0 pode estar associado a um bloqueio da
monocamada pelas proteinas dificultando, assim, a transferéncia de elétrons (SIMAO et al.,
2020). Admitindo-se o efeito de bloqueio, este se torna mais intenso com o aumento da
concentracdo de E. coli (Figura 22). Resultados similares foram reportados para outros
eletrodos de Au modificados com lectinas (dentre elas a ConA) como bioreceptor para a
detec¢do de patdgenos (DA SILVA et al., 2014; LOPEZ-TELLEZ et al., 2020; RENGARAJ et
al., 2018; XI et al., 2011).

Os valores de Rer para o eletrodo limpo e apds cada modificacdo (Figuras 21 e
22), foram obtidos pela extrapolacdo do arco formado em rela¢do ao eixo de impedancia real
(Zre). A regido do semicirculo observada em altas frequéncias representa o processo de
transferéncia de elétrons das espécies [Fe(CN)s]*"*", enquanto a parte linear representa o
processo de difusdo das espécies redox. O valor de Rer € influenciado por processos
dielétricos e pela condutividade na interface eletrodo/eletrdlito (OZCAN et al., 2014). O
diagrama de Nyquist do eletrodo de ouro limpo ¢ caracterizado por um pequeno semicirculo
com baixo valor de Rer (29,73 Q cm?). Esse pardmetro varia para 40,87, 47,79 € 50,43 Q cm®
apods incorporacao, respectivamente, de cisteina, EDC/NHS e NPs de CoFe,O4s@NH,. Testes
preliminares foram feitos previamente indicando que o tempo maximo de modificagdo com as
NPs ¢ de 24h, sem nenhuma mudanga no valor de Rer apos esse tempo. Os aumentos nos
valores de Rcr implica, consequentemente, na diminui¢cdo dos valores de k., que muda de

35,82 10™* cm s™' para o eletrodo de Au limpo para 21,12 x 107* cm s™' ap6s a incorporagio das
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NPs. Apds a imobilizagao da lectina ConA, tem-se um aumento consideravel no valor de Rer
(532,56 Q cm?) indicando a presenga efetiva da lectina na plataforma nanoestruturada. Esse
aumento no arco estd diretamente relacionado com a elevada area superficial das particulas
nanométricas, ja que elas possuem uma maior superficie ativa para a incorporagao dos grupos
NH.,, e consequentemente mais sitios que podem interagir para o reconhecimento da ConA.
Deve-se ressaltar que periodos de modificacdo superiores a 24 h foram analisados, mas ndo
apresentaram acréscimos de Rer.

O aumento gradual de resisténcia indica que as etapas de modificagdo dificultam
cada vez mais a transferéncia de elétrons na superficie (LASIA, 2014). Além disso, ocorre
uma diminui¢do significativa no valor de kqpp (1,99 x 107 cm s7') apds a modificagdo com a
proteina ConA reforcando a conclusdo relativa ao bloqueio a reacdo hTE das espécies de
prova (MENDES et al., 2004; CEA et al., 2016). Os resultados mostram que a incorporagao
da proteina gera uma diminui¢do considerdvel na porosidade da monocamada resultando em
uma cinética de transferéncia de elétrons entre a superficie de ouro e as espécies redox
significativamente mais lenta. Esse mesmo perfil impedimétrico mostrado na Figura 21 foi
obtido para todas as modificacdes do eletrodo realizadas em triplicata para as quatro
concentracoes de E. coli, apresentando variagdes significativas apenas apds a imobilizacao da
ConA e das bactérias.

Como pode ser observado na Figura 22 e na Tabela 3, o aumento da concentragao
de E. coli faz com que o valor de Rcraumente gradualmente de 734,17 (1,7 x 10' UFC/mL) a
2239,25 Q cm?® para a solu¢do mais concentrada (8,3 x 10* UFC/mL) indicando que a
interacao das bactérias com a interface contendo a lectina ConA induz um efeito de bloqueio
que resulta aumento da resisténcia a transferéncia de elétrons do eletrodo (YANG et al.,
2016). Esse efeito tem, como consequéncia, a diminui¢do nos constante aparente de
velocidade de transferéncia de carga (kuyp), de 1,45 x 10 ecm s ([E. coli] = 1,7 x 10!
UFC/mL) para 0,47 x 10 cm s™' ([E. coli] = 8,3 x 10* UFC/mL). De acordo com Yang e
colaboradores, compostos glicoconjugados, denominados lipopolissacarideos (LPS), sdo os
sitios mais provaveis de interagdo de bactérias gram-negativas, como a E.coli, com a lectina
ConA (YANG et al., 2016).

O desempenho do biosensor para detec¢do do patdogeno foi avaliado através da
variagdo relativa de Rer (ARcr %) seguindo protocolo reportado em varios trabalhos de

desenvolvimento de biossesores eletroquimicos (DA SILVA et al.,, 2014; MALVANO;
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PILLOTON; ALBANESE, 2020; SIMAO et al., 2020). AR¢r % é um componente analitico
usado para medir a impedancia relativa do sistema antes e depois do processo de detecgdo,

como explicitado na Equagao 4:

R, |final)- R ,inicial |

ARCT(%): RCT(ﬁnal)

(4)

Onde Rer(final) corresponde a resisténcia de transferéncia de carga da camada do
sensor apos a interacdo com a E. coli e Rer(inicial) a resisténcia de transferéncia de carga da
plataforma sensora com ConA antes da modificagio com a bactéria. O biossensor foi
modificado em triplicata e incubado por 15 min em quatro solugdes de concentragcdes
diferentes de bactérias. Apds as medidas de impedancia, foi possivel construir uma curva de
calibragdo, mostrada na Figura 23, plotando os valores de ARcr (%) versus o logaritmo

decimal das concentragdes de E. coli.

Figura 23 — Curva de calibrag@o do biosensor Au/Cys/NHS/NPs/ConA em contato com solugdes de E.

coli.
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O limite de deteccdo (LOD) ¢ definido como a menor quantidade ou concentracao
do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente
quantificado, dentro das condigdes experimentais estabelecidas. Ja o limite de quantificacdo
(LQ) ¢ a menor quantidade ou concentra¢do do analito presente em uma amostra que pode ser
determinada quantitativamente com precisdo e exatidao aceitaveis (ANVISA, 2017). De
acordo com os parametros de validagdo analitica da ANVISA (ANVISA, 2017), a equagdes

para determinacao de LOD e LQ s3o expressas a seguir:

3,30

LOD==7 (5)
_100
LQ=-% ©)

Onde o ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y de trés curvas de calibragao
construidas e IC ¢ a inclinag¢@o da curva de calibrag@o. A equagdo de regressdo linear obtida
pode ser expressa como ARcr [%] = 5,079 log([E. coli] + 19,536, com o coeficiente de
correlagdo de R? = 0,982, o que indica um bom desempenho do biossensor. O valor de LOD
calculado foi de 0,2 x 10° UFC/mL (equivalente a 1 UFC em 5000 mL de PBS) ¢ o de LQ foi
de 1,4 x 10" UFC/mL para a faixa linear de 1,7 x 10'a 8,3 x 10* UFC/mL. A Tabela 4
apresenta uma comparagdo do desempenho analitico do biossensor que foi desenvolvido com
outros biossensores reportados na literatura, incluindo biossensores para detec¢do de
patogenos em alimentos e agua.

Dentre os trabalhos buscados na literatura, foi observado que a maioria dos
estudos costumam relatar valores de LOD e faixa linear (que pode variar de 1 até 10°
UFC/mL), nao apresentando o LQ que, também, deve ser incluido para permitir melhor
comparacdo entre os estudos podendo-se avaliar os parametros de validagdo, tais como
precisdo, exatiddo, repetibilidade e seletividade (KAYA et al., 2021). Além disso, o tempo de
resposta desses biossensores eletroquimicos tendem a variar de 20 min a 3 h. Apenas Lopez-
Tellez e colaboradores (LOPEZ-TELLEZ et al., 2020) reportaram um valor de LQ (1,5 x 10’
UFC/mL) para um biossensor impedimétrico baseado em eletrodos de ouro modificados com

acido 16-mercaptohexadecandico e lectina HA para deteccdo de Salmonella spp., uma
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bactéria gram-negativa, estando proximo ao calculado neste trabalho (1,4 x 10' UFC/mL)

para a bactéria E. coli.

Tabela 4 — Comparacdo entre biossensores eletroquimicos/impedimétricos para deteccao de patdgenos.

Método

Patogeno alvo Bioreceptor . LOD Referéncia
eletroquimico
E. coli Anti-E. coli policlonal EIS 10 UFC/mL (MAAIEOOO[%: etal,
Salmonella (LOPEZ-TELLEZ et
Lectina HA EIS 5 UFC/mL
Spp- al., 2020)
Aptamero anti-S. (ZELADA-
S. typhimurium Potenciometria 0,2 UFC/mL  GUILLEN et al.,
typhimurium 2009)
Lectina ConA e lectina
E. coli VCeEIS 100 UFC/mL  (XIetal.,2011)
RCA
(BARREIROS DOS
E. coli Anti-E. coli policlonal EIS 2 UFC/mL SANTOS et al.,
2013)
Ligantes modificados
E. coli s vC 1 UFC/mr,  (YAZGANetal,
com manose 2014)
S. aureus Anti-S. aureus EIS 1,3 UFC/mL (PRIMICERI etal,
2016)
E. coli Lectina ConA EIS . 75 (YANG et al., 2016)
células/mL
(SAUCEDO;
. 6 x 10° UFC/ SRINIVES;
E coli Lectina ConA EIS mL MULCHANDANI,
2019)
Anti-S. Typhimurium :
S. typhimurium 'yp Amperometria 0,1 UFC/mL (LIEBANA ctal,
policlonal 2009)
. (WAN; ZHANG;
BRS Lectina ConA EIS 1,8 UFC/mL HOU, 2009)
E. coli Lectina ConA Capacitivo 12 UFC/mL (JAN;[(I){I? )et al,
' 0,2 x 107
E. coli Lectina ConA EIS Este trabalho
UFC/mL

Abreviagdes: espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), voltametria ciclica (VC), bactérias redutoras de

sulfato (BRS), unidade formadora de colonia (UFC).
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O biossensor Au/Cys/NHS/NPs/ConA, além de apresentar uma resposta de
detec¢do rapida (15 min), foi capaz de detectar bactérias E. coli em uma baixa concentragdo,
apresentando valor de LOD (0,2 x 10 UFC/mL) muito inferior aos reportados na literatura
(vide Tabela 4). Poucos trabalhos relatam a deteccdo em baixas concentragdes, podendo-se
citar Carrillo-Gémez e colaboradores com detec¢do até 0,1 x 10" UFC/mL de E. coli em
amostra de agua (CARRILLO-GOMEZ; DURAN-ACEVEDO; GARCIA-RICO, 2019), e
Gustavo e colaboradores que detecta até¢ 0,2 UFC/mL de Salmonella typhimurium em solugdo
de PBS (ZELADA-GUILLEN et al.,, 2009). O baixo limite de detec¢do que foi obtido
apresenta vantagens quando comparado com outros biossensores baseados em antigenos
especificos. A amplificacdo dos sinais de detec¢do e, portanto, o baixo valor de LOD
calculado para o sistema estudado ¢ atribuido a combinagdo das propriedades nanométricas
das NPs de CoFe.Os@NH, (condutividade elétrica e a elevada area superficial) com a
afinilidade da lectina ConA por lipopolissacarideos presentes nas paredes celulares da bactéria
E. Coli. O método desenvolvido neste estudo ¢ uma abordagem promissora e pode ser
estendido no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para detec¢do altamente

sensivel de outras bactérias gram-negativas.
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram a formagao efetiva de um
biossensor impedimétrico rdpido e sensivel baseado em lectina para deteccdo da bactéria
gram-negativa Escherichia coli (E. coli). O sensor foi desenvolvido através da formacao de
monocamadas sobre eletrodo de Au, incorporando nanoparticulas (NPs) para amplificagdo do
sinal e acoplamento com a lectina concanavalin A (ConA), usada como molécula de
reconhecimento. Na etapa inicial, foi realizada a sintese das NPs de CoFe,O; e seu
recobrimento com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), CoFe,Os@NH,. Os resultados de
difracdo de raios X (DRX) mostraram a presenc¢a de picos caracteristicos da fase de ferrita de
cobalto indicando esta espécie como unico produto da reacdo enquanto as imagens de
microscopia eletronica de transmissdo (MET) mostraram a formacdo de particulas
aproximadamente esféricas com tamanho médio de 7,3 + 0,8 nm. As medidas de
espalhamento dinamico de luz (DLS) indicaram um aumento do didmetro hidrodindmico de
11,7 para 37,8 nm ap6s adicdo de APTES apontando para a presenca desta espécie na
superficie das NPs. Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (IV) refor¢aram essa
atribuigdo visto que, apds o revestimento com APTES, foram observadas bandas referentes
aos modos vibracionais de estiramento das ligagdes Si—O—Si. A constru¢do do biossensor se
deu em etapas sequenciais iniciando com a formagdo de uma monocamada de cisteina (Cys)
sobre ouro (Au/Cys). As moléculas de cisteina adsorvidas foram ativadas com N-
hidroxisulfosuccinimida (NHS) e N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloreto
(EDC) formando a superficie Au/Cys/NHS que, por sua vez, foi imersa em suspensdo aquosa
de NPs de CoFe,Os@NH, produzindo o eletrodo Au/Cys/NPs. Na etapa seguinte, esse
eletrodo foi imerso em solucdo tampao PBS contendo ConA formando o biossensor
Au/Cys/NPs/ConA. As medidas de voltametria ciclica (VC) em solucdo contendo os ions
complexos [Fe(CNg)]*"* ndo apresentaram alteragdes significativas de corrente e potencial
para os eletrodos de ouro nao modificado e modificado até a etapa de imobilizagdo das NPs
de CoFe,O4@NH, (Au/Cys/NPs). Apds a modificagdo com ConA e imobilizagdo das
bactérias, todavia, foi observado uma diminui¢do nas correntes de pico associada ao efeito de
bloqueio em relagdo a reagao heterogénea de transferéncia de elétrons das espécies redox em
solucao. Os experimentos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) forneceram
pardmetros impedimétricos apds cada etapa de modificacio do eletrodo. Valores

progressivamente mais elevados de resisténcia de transferéncia de carga (Rcr), taxa de
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recobrimento superficial (0) e diminuicao da constante de velocidade aparente (k,p,,) foram
observados a cada etapa de modificacdo. Os valores de Rer obtidos a partir dos diagramas de
Nyquist aumentaram em cada etapa variando de 50,43 para 532,56 Q c¢m’” para as superficies
Au/Cys/NPs e Au/Cys/NPs/ConA, respectivamente, mostrando o bloqueio da superficie em
relacdo as espécies redox [Fe(CN)s]** ap6s imobilizagido da lectina. O efeito de bloqueio foi
observado de forma ainda mais intensa apds imersdao de 15 min em solugdo contendo a
bactéria E. coli, sendo os limites superiores (Rer = 2239,25 Q cm?, 0 = 0,987 € kypp = 0,47 X
10* cm s) atingidos apos imersdo em solugdo 8,3 x 10* UFC/mL de E. coli. O desempenho
do biosensor para detec¢ao da bactéria E. coli foi avaliado através da variacao relativa de Rer
(ARcr %) em fungdo da concentragcdo do analito. Os valores de limite de deteccdo (LOD) e
quantificagdo (LQ) obtidos a partir dessa curva foram de 0,2 x 10° e 1,4 x 10' UFC/mL,
respectivamente. O baixo valor de LOD foi atribuido a combinagdo das propriedades
nanométricas das NPs de CoFe,Os@NH, (condutividade elétrica e a elevada area superficial)
com a afinilidade da lectina ConA por lipopolissacarideos presentes nas paredes celulares da
bactéria E. Coli. Comparativamente a sistemas reportados na literatura para bactérias gram-
negativas, o valor de LOD determinado neste trabalho indica a produ¢do de um biossensor
impedimétrico rapido (apenas 15 min de contato) e de baixos limite de deteccao e custo para

deteccao de E. coli.
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ANEXO A - IMAGENS DE MET DAS NPS EM MAIOR ESCALA

Figura — Imagens de MET das NPs CoFe,O, (A) e CoFe.Os@NH. (B).




