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RESUMO

A aflatoxicose ¢ a intoxicagdo provocada pela ingestdo de aflatoxina por intermédio de alimentos e
racdes contaminados. H4 um grande interesse tanto do meio académico quanto tecnolégico na
utilizacdo de sensores miniaturizados e relativamente baratos para a detec¢dao de aflatoxina Bi. O
desenvolvimento de biossensores para diagnostico € alvo de varias pesquisas e o grafeno surge como
modelo para essa aplicacdo devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas. A realizagdo deste
projeto proposto se justifica pela escassez de informagdes sobre os sensores efetivos da exposicao a
aflatoxina B, dada auséncia de biossensores que possibilitem esse diagndstico e visa desenvolver
método para ser utilizado como dispositivo do tipo point-of-care para detectar e quantificar a
aflatoxina Bi-N’-guanina oriundo da ingestio dietética de aflatoxina B;. O grafeno utilizado foi
crescido por método de deposicao quimica em fase vapor. Um método de transferéncia eletroquimica
foi utilizado para se retirar o grafeno de seu substrato de crescimento. O dispositivo foi construido
contendo um canal de silicone fechado com aberturas unicamente para entrada das solugdes da reagao
e do eletrodo de medicdo. A area do grafeno foi delimitada por fotolitografia a pequenos retangulos
microscopicos sobre contatos de ouro. O grafeno foi funcionalizado com uma solug¢do contendo um
linker, o 4cido 1-pirenobutanoico éster N-hidroxisuccinimida, uma molécula capaz de interagir com
o grafeno e proteinas. A condi¢do intrinseca do grafeno construido em cada chip fabricado foi
caracterizada eletricamente por curvas de corrente por tensao de fonte e dreno (/rp X Vrp) para todos
os conjuntos de eletrodos produzidos. Amostras obtidas do crescimento realizado no laboratorio
apresentam resisténcias da ordem de 800 a 3 kQ. Para averiguar que o grafeno produzido era
composto por uma monocamada, algumas medidas de espectroscopia Raman foram realizadas e
ensaios de microscopia de fluorescéncia foram feitos para se determinar a adesao de anticorpos anti-
aflatoxina ao grafeno. Com o intuito de utilizar o grafeno como um biossensor, foram avaliados o
comportamento e a resposta deste ao efeito de campo por meio da verificagdo das curvas Irp X Vep.
Uma analise de microscopia de for¢a atomica foi realizada para se visualizar a distribuicao em nivel
nanométrico do conjunto /inker e proteina. Os dados ilustram uma relagao linear dentro da faixa de 0
a 50 nmol/L com R2=0,977. O limite de detec¢io de aflatoxina B1-N’-guanina foi calculado em 3,26
nmol/L. Este trabalho apresenta como perspectivas empregar os sensores de grafeno para detecgao
de aflatoxina B;-N’-guanina atribuindo confiabilidade no diagnéstico rapido de intoxica¢do e
exposi¢ao a aflatoxina Bi.

Palavras-chave: Aflatoxina B;. Grafeno. Biossensor. GFET.



ABSTRACT

Aflatoxicosis is an intoxication caused by ingestion of aflatoxin through contaminated food and
ration. There is great interest from both academia and industry in the use of relatively inexpensive
miniaturized sensors for the detection of aflatoxin Bi. The development of diagnostic biosensors has
been the subject of much research and graphene is a model for this application due to its unique
physicochemical properties. The realization of this proposed project is justified by the scarcity of
information about the effective exposure sensors to aflatoxin Bi, given the absence of biosensors that
allow this diagnosis and aims to develop a method to be used as a point-of-care device to detect and
quantify aflatoxin B;-N’-guanine from dietary ingestion of aflatoxin B;. The graphene used was
grown by chemical vapor deposition method. An electrochemical transfer method was used to remove
graphene from its growth substrate. The device was constructed containing a closed silicon channel
with openings solely for the input of reaction solutions and the measuring electrode. The area of
graphene was delimited by photolithography to small microscopic rectangles on gold contacts.
Graphene was functionalized with a solution containing a linker, 1-pyrenobutanoic acid N-
hydroxysuccinimide ester, a molecule capable of interacting with graphene and proteins. The intrinsic
condition of the graphene built on each chip manufactured was electrically characterized by source
and drain voltage curves (Isp X Vsp) for all electrode assemblies produced. Samples obtained from
the growth performed in the laboratory have resistances of 800 to 3 kQ. To verify that the graphene
produced was composed of a monolayer, some Raman spectroscopy measurements were performed
and fluorescence microscopy assays were performed to determine the adhesion of anti-aflatoxin
antibodies to the graphene. In order to use graphene as a biosensor, its behavior and response to the
field effect were evaluated by checking the Isp X Vsp curves. An atomic force microscopy analysis
was performed to visualize the nanometer level distribution of the linker and protein assembly. The
data illustrate a linear relationship within the range of 0 to 50 nmol / L with R* = 0.977. The detection
limit of aflatoxin B1-N’-guanine was calculated at 3.26 nmol / L. This paper presents the prospects
of employing graphene sensors for the detection of aflatoxin Bi-N’-guanine, providing reliability in
the rapid diagnosis of aflatoxin B1 poisoning and exposure.

Keywords: Aflatoxin Bi. Graphene Biosensor. GFET.
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1 INTRODUCAO

As aflatoxinas s3o uma classe de micotoxinas produzidas pelo metabolismo secundario de
Aspergillus sp. e possuem propriedades carcinogénicas. Esses fungos normalmente crescem em
cereais e graos mal armazenados, como milho, amendoim, arroz, trigo e alguns outros condimentos
(IQBAL, SHAHZAD ZAFAR et al., 2014). A aflatoxina B; (AFB) € produzida primariamente por
Aspergilus flavus e Aspergilus parasiticus, conhecidos por serem largamente distribuidos na natureza,
além dessa toxina ser classificada como Grupo I de carcindgenos humanos pela International Agency
for Research on Cancer (DAI et al., 2017). O metabolismo via citocromo P450 de AFB; produz um
produto altamente mutagénico pela ligacdo a guanina, a aflatoxina Bi-N’-Guanina (AFB;-N’-Gua),
que pode ser utilizado como marcador de exposi¢ao. Este biomarcador ou seus metabolitos residuais
em oOrgaos ou fluidos biologicos, pode ser monitorado ¢ medido via interagdo com anticorpos
especificos em um biossensor.

Hé um grande interesse tanto do meio académico quanto tecnoldgico na utilizacao de sensores
miniaturizados e relativamente baratos para a detec¢ao de moléculas de importancia biomédica, como
marcadores de exposicdo a AFBi. Mais recentemente, dispositivos elétricos funcionando como
transistores de efeito de campo (do inglés, field-effect transistor ou FET) ja sdo aplicados de forma
comercial (STRAKOSAS; BONGO; OWENS, 2015). O desenvolvimento de sensores em escala
nanométrica, os quais possuem uma alta relagdo area/superficie, permite que biomoléculas com
dimensdes proximas as do proprio sensor possam ser detectadas. Este fator da maior sensibilidade
aos sensores elétricos, pois gera maior interacdo de espécies quimicas com a superficie de
sensoriamento (PUMERA, 2011). Alguns trabalhos j4 mostraram plataformas de grafeno, al6tropo
cristalino do carbono disposto em uma estrutura hexagonal com um atomo de espessura, como
biossensor para os estudos de interagdes proteicas e ensaios enzimaticos (ZHU et al., 2010; JUSTINO

et al.,2017). Entre suas diversas propriedades, a capacidade de conduzir corrente elétrica torna-o um
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excelente potenciometro e um transistor de efeito de campo (GFET, do inglés graphene field-effect
transistor) (SCHWIERZ, 2010).

Com o intuito de criar metodologia eficiente e relativamente simples que possam fornecer
informacao a respeito da exposi¢do a AFBi, o objetivo geral deste estudo ¢ desenvolver um sensor

tipo point-of-care para quantificacio de AFB;-N’-Gua.

1.1 Aflatoxina B;

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios que os fungos produzem para protecao e evitar
competigdes ao se proliferar. Essas toxinas podem contaminar direta ou indiretamente cereais e graos
consumidos na dieta de seres humanos e animais (PATERSON; LIMA, 2010). Quando causam
intoxicagdes, as micotoxinas tém um diagndstico muito complexo, pois, em muitos casos, sintomas
brandos podem facilmente ser confundidos com outras doengas de origem microbiana. Cada uma
dessas toxinas pode afetar um 6rgao ou sistema de forma especifica, dadas as suas propriedades
fisico-quimicas e a espécie envolvida, induzindo um conjunto de sinais e sintomas cuja natureza pode
ser aguda ou cronica (PATERSON; LIMA, 2010).

Aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus ¢ t€m seu nome
derivado de uma das espécies que as produz, A. flavus. O termo foi cunhado devido a descoberta
dessa classe de micotoxinas na Inglaterra na década de 1960. Mais de 100.000 perus (Meleagris
gallopavo) morreram de forma misteriosa durante maio e agosto de 1960 e, apesar de galinhas e patos
também serem susceptiveis a doenca, ela foi chamada de doenca “X” dos perus. As aves apareciam
mortas dentro de uma semana apds apresentarem sintomas de perda do apetite, diminui¢do da
mobilidade, fraqueza das muscular e lesdes necroticas no figado (FONSECA, 2012). As aves mortas
adotavam posicdo opistotona, postura na qual a coluna vertebral forma um arco concavo para trés,

indicando espasmos dos musculos axiais das costas resultantes de intoxicagdo. Andlises post-mortem
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dos figados afetados indicaram a presenca de toxinas produzidas pelo fungo A. flavus e entdo
designadas de aflatoxinas, oriundas de ragdo feita a base de pagoca importada do Brasil
(CARNAGHAN; SARGEANT, 1961; NESBITT et al., 1962). As subclasses dessas toxinas foram
inicialmente denominadas de B e G pois produzem fluorescéncias azul (blue) e verde (green) sob luz
ultravioleta (DE VOGEL; VAN RHEE; KOELENSMID, 1965).

As aflatoxinas sdo produzidas pelo metabolismo secundario de fungos do género Aspergilus,
sendo que 4. flavus produz apenas as aflatoxinas Bi (AFB1) e B> (AFB») e 4. parasiticus produz
também as aflatoxinas G (AFG1) e G2 (AFG:) (VERHEECKE; LIBOZ; MATHIEU, 2016). Todas
essas quatro aflatoxinas sdo altamente toxicas aos seres humanos e mamiferos, pois sao classificadas
como hapatotoxicas, nefrotoxicas e imunotoxicas. Porém, a AFB; também ¢ carcinogénica e sua
exposi¢dao para humanos e animais de criagdo ¢ fortemente regulada para se evitar contaminagdes
(IARC, 2012).

Viérias solugdes foram apresentadas para se evitar a contaminagdo de alimentos por AFB1,
como fungos que funcionam como competidor durante o crescimento de Aspergillus, comercialmente
chamado de afla-Guard® (DORNER; LAMB, 2006) ou o gerenciamento de temperatura e atividade
de 4gua na estocagem dos graos (WARBURTON; WILLIAMS, 2014). Isso resolve s6 parte do
problema, uma vez que A. flavus € termotolerante e cresce na faixa de temperatura de 10 a 50 °C e
em condicdes de umidade acima de 11%, o que o torna capaz de crescer onde outros fungos ndo
conseguem, enquanto a producdo de AFB; pelo fungo ocorre na temperatura 6tima de 37 °C (GALLO
etal., 2016).

A aflatoxina B ¢ um derivado secundario da sintese de acidos graxos pela acdo do complexo
multi-enzimatico policetideo sintase, a acido norsolorinico sintase (NR-PKS, EC 2.3.1.221) que
produz acido norsolorinico (NOR) a partir de acetil-CoA (BARAJAS et al., 2017). A rota ¢

visualizada na Figura 1 e comega com a sintese de hexanoato na sintese de acidos graxos pela NR-
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PKS, com auxilio de duas subunidades da acido graxo sintase (FAS), que entdo seletivamente prepara
a proteina transportadora de acila (ACP) com uma unidade inicial de hexanoil-CoA e adiciona sete
extensores de malonil-CoA ao hexanoato para formar um policetideo C-20 de cadeia linear. Este
composto permanece ligado covalentemente a NR-PKS por intermédio da fosfopanteteina e ¢
ciclizado por uma tioesterase a norantrona antes de ser liberado da enzima e convertido a NOR,
primeiro intermediario estdvel da via em um processo pouco conhecido. Apos isso, varias etapas
cataliticas levam a formacao de AFB: (YU, 2012).

A aflatoxicose ¢ a intoxica¢do provocada pela ingestdo de aflatoxina por intermédio de
alimentos e ragdes contaminados. Em condigdes favoraveis de temperatura e umidade os fungos que
crescem em certas ragdes € alimentos podem ser induzidos a produzir aflatoxinas. Entretanto, a
aflatoxina B ¢ geralmente predominante, sendo também a mais téxica.

Os animais de corte, o que inclui de aves domésticas, podem ser expostos a AFB; e outras
aflatoxinas pelo consumo de ra¢ao contaminada. Muitos insumos agricolas como o milho, amendoim
€ sorgo, assim como graos alimenticios possuem grandes chances de serem contaminados por fungos
do género Aspergillus. O estresse causado pela diminuicao da disponibilidade de dgua ou danos
impostos por insetos pode reduzir a resisténcia das culturas e levar & contaminagao por aflatoxinas

antes mesmo da colheita (MOHAJERI et al., 2018; WARBURTON; WILLIAMS, 2014).
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Figura 1 — Sintese de Aflatoxina Bl a partir de hexonoato pela NR-PKS. A via biossintética da
aflatoxina comeca com uma unidade de hexanoil-CoA acoplada a ACP e sete ciclos de elongamento
com adigdes de malonial-CoA para produzir um intermediario linear C-20 (1). As barras cinza e preta
representam os grupos adicionados. Ocorre uma uma reaco de ciclizagdo (2) que € subsequentemente
aromatizada e liberada do dominio da fosfopanteina (3). Reagdes adicionais produzem aflatoxina Bl
(3b). A auséncia de enzimas da via gera pirona por reacdo espontdnea (4). Fonte: Adaptado de
BARAIJAS et al., 2017.

1.1.1 Aflatoxicose

Condigdes imidas com temperaturas mais elevadas durante o armazenamento, a colheita ou
no transporte favorecem o crescimento e colonizagdo por Aspergillus com subsequente producdo de
aflatoxinas. Além da contaminacdo primdria de certas culturas agricolas, as aflatoxinas podem ser
transferidas para o leite, carne e ovos de animais que ingeriram as toxinas (PIER, 1992). A AFB; ¢
um grande risco a seguranga alimentar em produtos vegetais e animais para seres humanos.

A intoxicagdo aguda por AFB; ¢ caracterizada em mamiferos por uma ataxia, letargia, palidez
de pelos e pele, perda de peso e hepatomegalia. Ja a intoxicagdo cronica inclui ictericia, ineficiéncia

da alimenta¢do induzida, queda da produgdo de leite, além da perda de apetite (MONSON;
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COULOMBE; REED, 2015). Os sintomas da aflatoxicose grave incluem a necrose hemorragica do
figado, aumento da quantidade de ductos biliares com edema e letargia.

Algumas espécies possuem susceptibilidades diferentes a aflatoxicose, sendo a dose letal
minima para as espécies menos resistentes, como os coelhos e os patos, em torno de 0,3 mg/kg,
enquanto as galinhas e os ratos, com maior tolerancia, de 18 mg/kg (WILLIAMS et al., 2004).
Humanos adultos tém alta tolerancia as aflatoxinas e geralmente sdo as criangas que morrem nos

casos relatados de intoxicacdes agudas (MOHAJERI et al., 2018; WILLIAMS et al., 2004).

1.1.2 Metabolismo de AFB1

A molécula de aflatoxina por si s6 ndo ¢ toxica, ela necessita passar por determinado
processamento para se tornar biologicamente ativa. Esta bioativagdo ocorre predominantemente em
hepatdcitos, através da catdlise por citocromos ou por lipoxigenases e prostaglandina sintase
(BEDARD; MASSEY, 2006).

A AFB; pode ser metabolizada em diversos compostos, um dos principais excretado no leite
e urina de vacas leiteiras e outras espécies de mamiferos que tenham consumido alimento ou ragao
contaminada ¢ a aflatoxina M; (AFM;) (PIER, 1992). Em média, de 0,3 a 6,2% de toda a AFB; ¢
metabolizada para AFM,. Ainda que seja considerada uma detoxificacdo, a AFM; ainda retém muito
das propriedades carcinogénicas AFB; (IQBAL, S.Z. et al., 2015), mais do que outros compostos
originados do metabolismo de xenobidticos como a aflatoxina Qi (AFQ1). A AFQ; ¢ excretada na
urina, assim como AFM; (YU, 2012).

A biotransformagao de AFB; € produzida pela a¢do de proteinas da superfamilia do citocromo
P450 (CYP) em microssomos hepaticos. Diversos membros da superfamilia estdo envolvidos na
producado de diferentes metabolitos. A CYP1A2, responsavel por até 95% da metabolizagdo total de

AFB;, cataboliza este por meio de oxida¢do gerando exo e endo-AFB;-8,9-epoxido e AFMi, ja



INTRODUCAO 20

CYP3A4 quebra AFB; em exo-AFB;1-8,9-epdxido e AFQ; (EATON, D L; GALLAGHER, 1994). A
AFB; pode ser eliminada via agdo de glutationa-S-transferase que conjuga a aflatoxina a glutationa,
ou por epoxido-hidrolases (mEH) ou aflatoxina-aldeido redutases (AFAR), que formam
intermediarios menos toxicos, como AFB;-8,9-diidrodiol (AFB;i-8,9-dhd). O AFBi-8,9-dhd através
de uma série de reagdes pode gerar aductos com residuos de lisina em proteinas. (DENG et al., 2018)
(Figura 2). Ainda que mEH e AFAR estejam envolvidas na desintoxicacdo de AFB; em humanos,
nao se tem conhecimento na participacao delas em animais (TULAYAKUL et al., 2005).

A bioativagdao de AFB; que ocorre pela formagdo de um grupo reativo epoxi na dupla ligagao
no anel furano, gera um intermedidrio instavel eletrofilico que ¢ capaz de alquilar tanto proteina
quanto acidos nucleicos, chamado de AFBi-8,9-epdxido (AFBO), encontrado na forma exo-epdxido
e endo-epoxido. Com uma meia-vida de 1 s em solvente aquoso, a forma exo-epoxido ¢ capaz de
reagir com DNA e formar aductos de DNA com eficiéncia de 98% (BEDARD; MASSEY, 2006;
DENG et al., 2018). O N7 da guanina é capaz de realizar um ataque nucleofilico ao grupo epoxi e
forma um aducto de AFB-N’-guanina (Figura 2), cujo destino in vivo pode seguir trés destinos: (1)
liberagao de AFB;-8,9- dhd restaurando um sitio de guanina no DNA; (2) reparo de excisdo de base
levando a um sitio apurinico, ou (3) hidrolise basica do anel imidazélico da guanina gerando um
aducto estavel AFB;-formamidopirimidina (AFB-FAPY) (BEDARD; MASSEY, 2006; EATON, D
L; GALLAGHER, 1994). Estudos demonstram que tanto AFB;-N’-Gua quanto AFB;-FAPY podem
ser removidos através do sistema de reparo de excisdo de nucleotideo (NER) em mamiferos
(LEADON; TYRRELL; CERUTTI, 1981), porém AFB;-N’-Gua é muito mais susceptivel a este tipo
de reparo que AFB-FAPY, uma vez que este ultimo causa menos deformacao estrutural a dupla fita
de DNA (DENG et al., 2018). Como o NER ¢ um sistema que evoluiu para reconhecer erros oriundos
de diferentes fontes, o reparo de base pode levar a uma mutacdo de G—T (DAI et al., 2017; DENG

et al., 2018). Os aductos de DNA e RNA de AFB; podem inibir a transcri¢ao e a tradugdo, induzir
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mutagdes de DNA durante o reparo e a replicacdo e até mesmo iniciar apoptose ou carcinogénese

(MONSON; COULOMBE; REED, 2015).
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Figura 2 — Metabolismo hepatico de AFB1 A aflatoxina B1 pode ser metabolizada em diferentes
compostos por a¢do de enzimas e citocromo no figado de mamiferos e aves infectados. A desintoxicagdo
(setas verdes) pode ocorrer via GST, hidrolase e redutases ou na conversdo por citocromo P450 a
produtos menos toxicos e eliminados na urina. Ja a genotoxicidade (setas vermelhas) ocorre pela acdo
de proteinas da familia do citocromo P450 que geram AFBO e deste sdo formados aductos de DNA e
proteinas. Como o metabolismo de xenobidticos ocorre no figado, este drgdo é o mais acometido pela
atividade toxica de AFB1 Fonte: Adaptado de DENG et al., 2018.

1.1.3 Efeitos economicos

Além de ser altamente toxica para o organismo humano, a AFBI1 afeta negativamente a
producdo da industria avicola, resultando em perdas econdmicas. A exposicdo a AFB| na dieta de
aves leva a um menor ganho de peso e diminui¢@o da eficiéncia do uso de nutriente (CARNAGHAN;
SARGEANT, 1961; MONSON; COULOMBE; REED, 2015). A AFB; reduz a conversao alimentar,
fazendo com que as aves domésticas exijam mais alimento para produzir carne e ovos (FONSECA,
2012). De acordo com o relatorio do Council for Agricultural Science and Technology, os prejuizos
devidos a aflatoxinas na industria avicola dos Estados Unidos ultrapassam o valor de US$ 143

milhdes por ano(RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010). Culturas agricolas contaminadas com
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aflatoxinas sdo um problema mundial e aproximadamente 25% do suprimento mundial de alimentos
esta contaminado com micotoxinas (RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010).

O consumo de alimentos contaminados com AFB; resulta em diminui¢do do peso corporal e
dos 6rgdos, imunossupressdo, morbidade ¢ mortalidade em perus e aves de criagio (MONSON;
COULOMBE; REED, 2015; VIEGAS et al., 2016). As aflatoxinas levam a danos hepaticos
irreversiveis, assim como alteragdes de enzimas hepaticas, dos padrdes de coagulacdo sanguinea e
modificagdes histologicas como necrose hepatocelular e hiperplasia biliar em aves de criacao.
Estudos mostram que a administragcdo de 2,5 mg/kg de AFB; foi capaz de reduzir até 10% o consumo
de racdo e a ingestdo de 10,0 mg/kg levou a morte de embrides de aves (RAWAL; KIM;
COULOMBE, 2010; VIEGAS et al., 2016). A dose letal (DLso) para a maioria das espécies
considera-se que varia entre 1 e 50 mg/kg, com um nivel de toxicidade critico inferior a I mg/kg em
algumas espécies altamente suscetiveis, como aves, peixes e ratos (GURBAN et al., 2017).

As aflatoxinas s3o quase impossiveis de se eliminar, isso devido aos fungos crescerem em
condicdes adversas a maioria dos outros durante o armazenamento. A maioria das pesquisas sao
focadas nos efeitos do processamento de graos e cereais (DORNER; LAMB, 2006; PATERSON;
LIMA, 2010). As tecnologias visam reduzir as concentragdes totais de aflatoxinas e outras
micotoxinas, porém os preparos de alimentos geralmente podem ndo garantir sua remoc¢do por
completo. A aflatoxina B; tem uma estabilidade muito alta, atingindo temperaturas de degradacao
por volta de 237 a 406 °C (PANKAJ; SHI; KEENER, 2018), com isso, as condi¢des de processamento
e preparagdo doméstica de alimentos ndo conseguem eliminar por completo a micotoxina (IQBAL,
S.Z. et al., 2015; PATERSON; LIMA, 2010). Ainda que novas tecnologias estejam sendo estudadas
para a descontaminac¢do de AFB; de alimentos domésticos, como o uso de 0z0nio e irradiacdo por
feixe de elétrons, muitas dessas possuem o pre¢o como um fator impeditivo para paises em

desenvolvimento (PANKAJ; SHI; KEENER, 2018; WANG, SHI-QING et al., 2015).
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Do ponto de vista puramente econdmico, as aflatoxinas s3o a classe de micotoxinas mais
problematicas na agricultura. As estimativas do impacto mercadologico sdo importantes para definir
os beneficios de implementar estratégias na industria e o valor dessas para mitigar os problemas das
micotoxinas (MITCHELL et al., 2016). Além disso, a mudanga climatica pode causar aumento na
contaminacao por aflatoxina no mundo que dependem da producdo de graos, como milho e arroz
(UDOMKUN et al., 2017)

Segundo o relatério anual do Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) de 2012, as
micotoxinas foram a principal ocorréncia de notificagdes para rejei¢ao de importados nas aduanas da
Unido Europeia, com aflatoxinas, ocratoxinas e zearalenona contabilizando por quase 99% de todos
os casos (PRADO, 2017). Antes de 2012, a legislagdo regulamentaria do Brasil restringia-se a
contaminacdo por AFB; em amendoins destinados ao consumo humano e em milho para a
alimentacao animal. No entanto, em 2012 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
propos limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas, como fumonisinas, zearalenona,
ocratoxina A e aflatoxinas, na RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011 e alterada pela RDC n° 138, de

8 de fevereiro de 2017 (ANVISA, 2011).

1.1.4 Deteccio

Atualmente existem varias técnicas disponiveis para determinar os niveis de AFB; em
alimentos e amostras biologicas. A maioria das técnicas requer a0 menos uma extragdo para remover
a aflatoxina de misturas complexas de materiais nos quais ¢ encontrada, uma purificagdo para remover
interferentes e, finalmente, a deteccdo e quantificagdo. As técnicas mais utilizadas por laboratérios
analiticos para purificar aflatoxina empregam alguma forma de cromatografia, que incluem,
cromatografia em camada fina (TLC), cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida de alta

pressdo (HPLC) (GROOPMAN et al., 1985). Em TLC, o limite de detec¢do para AFB; ¢ de 1,0 pg/kg
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(CASTRO; VARGAS, 2001) e para métodos de HPLC esse limite pode chegar até 0,2 ng/g
(CHOOCHUAY et al., 2018). Esses métodos sdo padrdes-ouro dentro da quimica analitica e
amplamente aceitos, no entanto, sdo frequentemente vistos como trabalhosos e demorados, exigindo
um investimento financeiro em equipamentos, manuten¢do ¢ mao-de-obra qualificada (CARLSON,
2000).

Algumas técnicas mais modernas de deteccdo de aflatoxinas fazem uso de métodos
imunoquimicos, que utilizam anticorpos especificos para AFB; para capturar e detectar a micotoxina
de meios complexos. Essas técnicas utilizam a propriedade de anticorpos serem biomoléculas que
identificam e se ligam fortemente um antigeno especifico e isso tem sido explorado para permitir uma
identifica¢do de antigenos muito sensiveis. Existem varios ensaios baseados em imunoquimica que
sdo usados para detectar aflatoxina (EATON, DAVID; GROOPMAN, 1993).

Em métodos imunologicos, como ELISA, ¢ necessario que os anticorpos estejam marcados
com alguma molécula geradora de sinal, necessitando de reacdes acopladas para isso. H4 um
empecilho na utilizagao de anticorpos para detec¢ao de aflatoxinas, pois sao moléculas menores que
a maioria dos imunogénicas. Assim, aflatoxinas normalmente precisam ser quimicamente
modificadas com proteinas carreadoras e ¢ importante sintetizar um hapteno que imite as propriedades
fisico-quimicas das moléculas-alvo (MATABARO et al., 2017). Os métodos de imunoensaios
geralmente reconhecem os antigenos de um complexo estavel, que ¢ entdo detectado e analisado
(CARLSON, 2000).

Como a AFB; é metabolizada em AFB;-N’-Gua e AFB;-Lys no figado, esses compostos sdo
comumente empregados como biomarcadores de exposicdo alimentar a AFB; em estudos
epidemiologicos, pois AFB;-N’-Gua é comumente excretada na urina, enquanto a AFBi-Lys é
circulante no sangue (JAGER et al., 2016). Portanto, AFB;-N’-Gua é empregada como biomarcador

de curto e longo prazo da exposicao a AFB;, através da dieta.
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1.2 Biossensores

Biossensor ¢ conceituado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
como um dispositivo que utiliza reagdes bioquimicas especificas por intermédio de enzimas,
imunossistemas, tecidos, organelas ou células inteiras para detectar compostos quimicos usualmente
por sinais elétricos, térmicos ou Opticos (IUPAC, 1992). Este tipo de sensor esta ligado a um
transdutor de sinal capaz de reconhecer com alta especificidade biomoléculas, o que os tém tornado
tdo divulgados e aplicados, por exemplo, em diagndsticos clinicos e controle ambiental (TURNER,
1987). De acordo com esta definicdo estrita, tubos e tiras de teste para diagnostico devem ser
considerados dosimetros e ndo verdadeiros sensores, uma vez que nao € possivel detectar oscilagdes
de concentracdo do analito. Além disso, esses instrumentos carecem de um sinal continuo e
proporcional a concentracao. Um sensor quimico ou biologico deve ser mais barato e versatil do que
os tradicionais aparelhos analiticos mais complexos.

O desenvolvimento e aprimoramento de biossensores para diagndstico de doencas e
monitoramento de intoxicagdes ¢ alvo de varias pesquisas de diferentes areas da ciéncia. Dos varios
métodos existentes de detec¢do, como sensores Opticos ou térmicos, os do tipo eletroquimicos
mostraram-se mais relevante nos ultimos anos, pois sdo relativamente baratos de se produzirem,
simples de se manusearem e conseguem detectar uma ampla gama de analitos (JUSTINO et al.,

2017).

1.3 Grafeno

O grafeno ¢ uma estrutura cristalina de carbono na forma de uma folha bidimensional com um
atomo de espessura, organizado como uma rede hexagonal onde cada dtomo de carbono forma cada

vértice, como vdrias estruturas aromaticas em um plano infinito (HESS, 2013). Andre Geim e
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Konstantin Novoselov, em 2004, isolaram pela primeira vez o grafeno, recebendo em 2010 o prémio
Nobel devido suas contribuigdes a ciéncia com os experimentos realizados neste material (CASTRO
NETO et al., 2009).

O grafeno possui propriedades que o tornam muito importante, como sua alta resiliéncia a
estresse mecanico, sendo 200 vezes mais forte que o ago, além de ser um bom condutor de
eletricidade. A flexibilidade estrutural do grafeno reflete-se em suas propriedades eletronicas
(ABERGEL et al., 2010; PERES, 2009).

Os 4tomos de carbono no grafeno possuem trés orbitais planares sp? formados pela
hibridizag¢ao dos orbitais s, px € p, do carbono, que se orientam no plano formando angulos de 120°
entre eles. Na estrutura cristalina, os orbitais sp® de cada 4tomo de carbono distinto se hibridizam
formando as ligagdes o, responsaveis pela estabilidade estrutural e mecanica do grafeno (ABERGEL
et al., 2010; CASTRO NETO et al., 2009). A hibridagdo sp? induz a um arcabougo trigonal planar
que pode ser vista com uma rede de Bravais hexagonal ou triangular, com vetores primitivos a; € a2
e uma base com dois atomos A e B (Figura 3 a). A célula unitaria reciproca, também conhecida como
zona de Brillouin, apresenta os pontos I', K e M com alta simetria e onde K e K’ sdo conhecidos como
pontos de Dirac (Figura 3 b).

O quarto elétron de valéncia restante do carbono no grafeno ocupa o orbital p., perpendicular
ao plano, e se hibridizam com outros orbitais formando as ligagdes 7 deslocalizadas, que se
hibridizam ao longo de toda a molécula, formando as bandas as bandas de valéncia e de condugao do
grafeno (REICH; THOMEN; MAULTZSCH, 2004). Essas bandas de valéncia e de condugdo se
tocam justamente nos pontos de Dirac, onde o nivel de Fermi est4 localizado, tornando o grafeno
como um material semicondutor de gap nulo, como visto na Figura 3 (c), possuindo densidade de
estados nula na energia de Fermi (CASTRO NETO et al., 2009; NOVOSELOV et al., 2005). Na

vizinhanga dos pontos de Dirac a dispersdo de energia apresenta forma conica, ou linear se visto em
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duas dimensdes, assim, ¢ importante notar que as caracteristicas do transporte de elétrons no grafeno

sdo influenciada diretamente pelo carater nas adjacéncias dos pontos de Dirac (PERES, 2010).

Figura 3 — Estrutura hexagonal do grafeno. Em (a) rede cristalina hexagonal do grafeno mostrando os
vetores unitarios da rede (a; e a;). (b) A zona de Brillouin exibindo os pontos de alta simetria I', K e M
e os pontos de Dirac (K e K”). (¢) Estrutura de bandas tridimensional do grafeno, a direita em destaque
encontro das bandas de energia em torno de um dos pontos de Dirac. Fonte: Adaptado de CASTRO-
NEVES et al., 2009.

Entre as banda de valéncia e condugdo esta o nivel de Fermi, que € o potencial eletroquimico
total para um elétron e pode ser compreendido, como o valor de energia do tltimo nivel ocupado que
os estados abaixo desta energia estdo completamente ocupados e acima dela estdo completamente
desocupados (RISTEIN et al., 2010). O grafeno ¢ definido como um semicondutor de gap nulo, ou
seja, nao possui banda proibida, pois as bandas de valéncia e condutincia sdo simétricas e se
encontram no ponto de Dirac, que pode ser chamado de ponto de neutralidade de cargas (CNP -

Charge Neutral Point), e é exatamente onde passa o nivel de Fermi quando a temperatura ¢ 0 Kelvin.

(SUZUKI, 2013).
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As propriedades eletronicas de um material podem ser moduladas por intermédio de aplicagao
de um potencial elétrico externo. O grafeno exibe um efeito de campo elétrico ambipolar quando ¢
disposto na forma de um transistor de efeito de campo. Assim, ha a inducdo de portadores de carga
quando se aplica uma tensdo moduladora, chamado de potencial de porta ou gate. Se houver um
pequeno gap entre as bandas, entdo o fluxo de elétrons da banda de valéncia para a de condugdo so €

possivel se uma energia externa (e.g. térmica) for fornecida.

1.3.1 Transistor de Efeito de Campo de grafeno

Um dispositivo contendo um semicondutor para modular um sinal elétrico ¢ chamado de
transistor, dentre os tipos que existem, neste trabalho foi utilizado um transistor de efeito-de-campo
(Field Effect Transistor - FET). O transistor de efeito de campo € constituido por trés terminais, sendo
uma porta, uma fonte e um dreno. Este transistor € controlado pela tensao elétrica, essa tensao quando
colocada na porta faz com que uma corrente elétrica flua da fonte para o dreno do transistor. Os
transistores de efeito de campo possuem uma impedancia de entrada muito alta e isso faz com que
tenham muito pouca corrente correndo através deles. Assim, o FET busca pouca corrente da fonte de
alimentacao em um circuito. Isto ¢ ideal porque ndo perturbam os elementos de poténcia do circuito
original aos quais estdo ligados. Um FET ¢ capaz de controlar o fluxo de elétrons ou buracos que
atravessam o semicondutor vindos da fonte até o dreno. Ele utiliza uma tensdao de porta para afetar
essa corrente modificando o tamanho e a forma desse canal condutor, que ¢ o caminho através do
qual os elétrons fluem da fonte para o dreno (HALKIAS; MILLMAN; JIT, 2010).

Um transistor de efeito de campo que utiliza grafeno como o semicondutor leva o nome de
GFET (Graphene Field-Effect Transistor) e ¢ composto por um canal de grafeno entre dois eletrodos
com um contato de gate para modular a resposta eletronica do canal, como visualizado na Figura 4.

Os GFET exibem uma curva ambipolar sob efeito de um campo elétrico. Sua condutividade ¢é
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acionada por portadores de cargas (buracos e elétrons) no canal de grafeno. A condutancia do grafeno
¢ proporcional a densidade dos transportadores de carga e sua mobilidade (SELVARAJAN;
HAMZAH; MAIJLIS, 2017). A adsor¢do de proteinas pode induzir mecanismos de resposta por
dopagem molecular, ou espalhamento dos portadores de carga. Como o grafeno normalmente fica
exposto para permitir sua funcionalizacdo de superficie com a ligacdo de moléculas receptoras a
superficie do canal, a ligagdo de uma molécula alvo ao receptor na superficie do grafeno, gera uma
redistribuicdo das cargas e uma alteragdo no campo elétrico na regido do canal FET, a qual altera a
condutividade eletronica do grafeno e a resposta do dispositivo (KHATAYEVICH et al., 2014;
MATSUMOTO et al., 2014).

A transferéncia de cargas em uma solugao desempenha um papel fundamental nos estudos das
reagOes quimicas e biologicas. A area da ciéncia que realiza o estudo desses eventos ¢ a eletroquimica.
Sao estudados processos eletroquimicos facilmente reversiveis onde a troca de elétrons ndo cause

uma desnaturagdo da biomolécula (STRAKOSAS; BONGO; OWENS, 2015).

Eletrodo [ Grafeno |

fonte

Figura 4 — Arquitetura basica de um GFET.O grafeno em uma placa de silicio ¢ utilizado como canal
de transistor. Cada transistor é composto por trés terminais: eletrodos metalicos de fonte e dreno e um
portdo. Fonte: http://www.graphene-info.com/

1.4  Eletroquimica

As reagdes quimicas e biologicas sdo baseadas fundamentalmente na transferéncia de cargas

e uma das areas da ciéncia que realizam o estudo desses eventos ¢ a eletroquimica. O sensor
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eletroquimico geralmente contém trés eletrodos: um eletrodo de referéncia, um eletrodo de trabalho
e um contra-eletrodo (BARD; FAULKNER, 2001). O analito que se quer detectar estd envolvido em
algum tipo de reagdo que ocorre na superficie do eletrodo, como por exemplo uma ligagdo com
anticorpo, e isso causa uma diferenca de potencial através da interface. A corrente elétrica ¢ medida
em relacdo a um potencial fixo e pode ser associado um valor de corrente proporcional a concentracao

do analito (STRAKOSAS; BONGO; OWENS, 2015).

1.4.1 Comprimento de Debye

Uma dupla camada elétrica se forma todas as vezes que condutores ou semicondutores
diferentes sdao colocados em contato. Quando esse contato ocorre entre um condutor eletronico (metal
ou semicondutor) e um condutor i6nico (solugdo ou 6xido) ha a formagdo de um eletrodo. A dupla
camada elétrica (do inglé€s electrical double layer) é originada da separagdo de cargas na interface e
devido a separagdo de cargas, se forma uma diferenga de potencial entre o metal e o eletrolito na
interface (BARD; FAULKNER, 2001). A dupla camada de cargas na superficie do eletrodo e dos
ions da solucdo podem ser entendidas como um capacitor de placas paralelas (STRAKOSAS;
BONGO; OWENS, 2015). Quando a carga no eletrodo ¢ muito pequena, a primeira camada da
solugdao em contato com o eletrodo possui uma quantidade de contra-ions muito maior que a requerida
para contrabalancear as cargas contrarias. Porém, a segunda camada compensa as cargas de sinal
oposto e essa alternancia de cargas se estende, decaindo ao longo de varias camadas em que o
potencial eletrostatico ird decair linearmente através da interface. O tamanho dessas alternancias ¢
determinado pela distdncia média entre os ions (Figura 5) (FEDOROV; KORNYSHEV, 2008).

O comprimento de Debye (Ap) € entendido como a distancia sobre a qual uma carga Q ¢
blindada pelos ions em uma solugdo. Na Figura 5 ¢ possivel ver que o excesso de cargas iOnicas

dentro de esfera de raio Ap ¢ aproximadamente igual a carga —(Q, cancelando assim o campo +Q da
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carga original a distancias superiores a Ap. Se a esfera central tem uma carga e ela ¢ —Q, isso fard com
que ions positivos sejam atraidos em dire¢@o a esfera e ions positivos sejam repelidos, deixando um
excesso de cargas negativas (BARD; FAULKNER, 2001).

Para saber a quantidade de cargas que definem o comprimento de Debye, sdo necessarias as
concentragdes de ions positivos e negativos dentro da esfera e o volume da mesma, assumindo que
todos os ions se distribuem de forma igual e que os portadores de cargas sao pontuais. Com isso,

considerando / a for¢a i6nica, temos:
1
IZEZiZiZCi Eq. 1

Onde z; ¢ a carga de um ion i € ¢; € a concentracao. Usando a constante de Avogadro (Na =
6,02 x 10% moléculas/mol), a equacdo para se determinar o comprimento de Debye pode ser

aproximada para (OUELLETTE, 2008):
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Figura 5 — Representagdo esquematica do comprimento de Debye e sua influéncia na detecgdo de
biomoléculas No centro da figura estd uma esfera carregada negativamente e cargas livres com sinal
oposto s@o atraidas em sua dire¢@o. O potencial formado pelas cargas diminui com a distancia. Fonte:
Adaptado de WOJCIK, 2012.
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O comprimento de Debye desempenha um importante papel em diversos ramos da fisica, entre
elas estdo a fisica de plasma, eletrélitos e coloides. Em todas essas areas de estudo, o comprimento
de Debye fornece a medida da distancia na qual a influéncia de um campo elétrico ¢ sentida em uma
determinada regido, ou seja, ¢ a distancia média de penetracdo do campo elétrico (OUELLETTE,
2008). Este entendimento pode ser extrapolado para um plano bidimensional, para melhor
visualizagao.

Neste trabalho, o comprimento de Debye desempenha um papel de extrema relevancia, pois
as reagdes quimicas e biologicas devem ocorrer dentro deste comprimento. Se o evento de
reconhecimento da ligagdo anticorpo-antigeno ocorrer dentro da regido do comprimento de Debye, o
arranjo de cargas na supertficie do grafeno, ou seja, cargas do capacitor grafeno/solucao, se modifica.
Esta modificagdo de cargas adsorvidas no grafeno muda suas propriedades (MATSUMOTO et al.,
2014). Qualquer reacdo que ocorra fora deste limite sofre uma blindagem ou mascaramento. As
interagdes entre biomoléculas e o grafeno alteram as cargas nos GFETs por intermédio de
modificagdes na concentragao de portadores, causadas tanto pelo bloqueio eletrostatico ou pelo efeito

de dopagem de carga no canal de grafeno.

1.4.2 Gate Eletroquimico

Pode-se modificar as cargas no grafeno mudando sua dopagem intrinseca ou extrinsecamente,
ou seja, modulando o nivel de Fermi ou o ponto de neutralidade de cargas (ponto de Dirac ou CNP)
(JUSTINO et al., 2017).

Quando uma tensdo de gate (Vi) € aplicada no dispositivo, cargas sdao induzidas sobre a
interface grafeno/solugdo. O grafeno possui um efeito de campo elétrico ambipolar quando na

configuragdo de um transistor de efeito de campo. Ao se aplicar tensdo negativa no eletrodo de gate
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(V) héd a indugdo de uma grande concentragdo de carga do tipo buracos no canal de conducao (Figura
6 a), enquanto ao se aplicar um Vg positivo um grande nimero de elétrons ¢ induzido (Figura 6 b).
Alterando o numero de portadores de carga modifica-se o nivel de Fermi (£r). Em um grafeno
nao dopado, a curva de corrente em fungdo de Vi forma uma hipérbole, com o CNP no valor de Vg
= 0, a isto da-se o nome de dopagem eletrostatica do material (Figura 6 c). Ao se aplicar um Vg
positivo, cargas negativas sao induzidas no grafeno e, consequentemente, o nivel de Fermi sera
deslocado para acima do ponto de Dirac, pois hd agora excesso de cargas negativas (elétrons), uma
dopagem tipo-n. De forma semelhante, ao se aplicar um Vg negativo, cargas positivas sao induzidas
no grafeno e, consequentemente, o nivel de Fermi sera deslocado para abaixo do ponto de Dirac, pelo
excesso de cargas positivas (buracos), uma dopagem tipo-p (Figura 6 ¢) (GUO, BEIDOU et al., 2011;

NOVOSELOV et al., 2005).

Figura 6 — Curva de /rp X Vg para o grafeno ndo dopado ao se aplicar uma tensdo de gate. Quando ha
um excesso de buracos, o nivel de Fermi estara abaixo do ponto de Dirac (a). Assim, para elevar o nivel
de Fermi ao ponto Dirac, deve-se injetar elétrons ao grafeno, com um potencial de gate positivo,
dopando tipo-n o grafeno (b). Com isso, o nivel de energia de Fermi passara pelo ponto de Dirac e
entrara no cone superior ¢ agora ha excesso de elétrons, dopagem tipo-p do grafeno, em (c¢) - Vermelho
representa elétrons e azul buracos. Fonte: Adaptado de OUELLETTE, 2008.
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O comportamento de GFETs pode ser avaliado através da curva Irp % Vg, que € obtida pela
corrente Irp (F de fonte e D de dreno) que flui entre o eletrodo de fonte e dreno em fungdo da tensdo
de gate (V) aplicada sob uma tensdo fixa entre eletrodo de fonte e dreno, Vrp (abreviacdo de F para
fonte e D para dreno), conforme exemplificado na Figura 6 (c).

Uma caracteristica importante a respeito das curvas de condutividade do grafeno ¢ o
deslocamento horizontal de toda a curva e do ponto de neutralidade, ponto de menor valor de
condutividade. Seu deslocamento indicam uma mudanga na dopagem devido a transferéncia de cargas
ao grafeno (CASTRO NETO et al., 2009; ZHU et al., 2010). Essa dopagem pode ser intrinseca, pela
adicao de heteroatomos a estrutura cristalina do grafeno, ou extrinseca pela adsor¢cdo de alguma
molécula a sua superficie, fazendo algum tipo de interagdao intermolecular forte com os atomos de
carbono do grafeno (Figura 7) (GUO, BEIDOU et al., 2011). E importante notar que a dopagem
extrinseca do grafeno pode ser causada por diversos fatores externos, sendo intencionais ou ndo. E
muito comum em dispositivos de grafeno ocorrer uma dopagem extrinseca quando esses sao expostos
ao ambiente por um periodo muito longo de tempo que adiciona moléculas de dgua ao filme de

grafeno (SHIM et al., 2012).

(a) N (b) Y

Figura 7 — Curvas de gate do grafeno para dopagem extrinseca tipo-n e tipo-p. Em (a), o grafeno
intrinsecamente dopado com excesso de elétrons, Vg = 0, Er estd acima do ponto de Dirac. Em (b), o
grafeno intrinsecamente dopado com excesso de buracos, Vg = 0, Er estd abaixo do ponto de Dirac.
Fonte: Adaptado de MEIRELES, 2016.
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O deslocamento da curva Vg % Irp pode ser visualizado com os cones de Dirac (abaixo das
curvas de transferéncia). Quando Er atinge o ponto de Dirac, onde a energia em que a banda de
conducdo e de valéncia se encontram, a condutividade do grafeno possui seu valor minimo. A tenso
Vep relativa a qual isto acontece é chamada de tensdo de Dirac (Vpirac). Quando a EF estéd abaixo de
Vbirac, @ maior parte dos portadores de carga na banda de valéncia do grafeno sdao buracos. Quando se
diminui ainda mais VG o nivel de Fermi ¢ deslocado mais ainda para o interior da banda de valéncia,
e a densidade de carga aumenta (Figura 7 a), gerando uma corrente. Quando Er € deslocado acima de
Vbirac, @ condutividade € devida aos elétrons na banda de condugdo do grafeno, cuja a densidade de
cargas pode ser modulada similarmente a anterior (Figura 7 b).

E possivel, dessa forma, utilizar os efeitos de transferéncia de carga direta entre biomoléculas
adsorvidas ao grafeno de GFETs para o sensoriamento do analito em questdo. Muitas moléculas
interagem fortemente com o grafeno e tais interagcdes amplificam o efeito de transferéncia de cargas,
visualizado através de mudangas de Vpirac € também na alteragdao na condutancia do canal de grafeno
consequentemente permitindo que essas possam ser detectadas eletricamente (DANKERL et al.,
2010). Esse efeito também ¢ observado através da adsor¢ao de proteinas sobre o grafeno e ja

elucidado em FETs a base de nanotubos de carbono (ABERGEL et al., 2010).

1.5 Grafeno como biossensor

Os biossensores sdo caracterizados como dispositivos associados as fungdes de detecgao tanto
qualitativa quanto quantitativa de substancias ou biomoléculas. Compdem um biossensor um
elemento ativo de sensoriamento e um transdutor de sinais, sejam eles elétricos, Opticos, térmicos ou
magnéticos. Por conseguinte, um analito qualquer ¢ detectado por interagdes fisico-quimicas por
algum biorreceptor que exerce a fungdo de ligar-se seletivamente a uma biomolécula enquanto o

transdutor converte a ocorréncia do evento especifico em um sinal capaz de ser lido por um
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processador deste sinal (TURNER, 1987). Uma ilustragdo geral de um biossensor mostra como os
elementos sensitivos desempenham o papel de deteccdo seletiva de seus respectivos materiais

biologicos na Figura 8.
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Estrutura de um Biossensor

Figura 8 — Estrutura de biossensor genérico, mostrando que o analito é reconhecido por um e um
transdutor o transforma em um sinal elétrico. Fonte: https://www.surfix.nl/applications/ biosensors.

O grafeno para aplicagdes como sensores biolégicos tem recebido consideravel atengao
devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas, tais como grande relacao superficie-volume, alta
resisténcia mecanica, biocompatibilidade, excelente condutividade elétrica, baixo custo e facilidade
de produgdo. O grafeno também exibe um amplo potencial eletroquimico tornando-o ideal para
sensores rapidos multifuncionais, podendo ser aperfeicoados para se tornarem praticos e precisos.
Outra caracteristica importante requerida nos biossensores ¢ a capacidade de ser funcionalizada, e
tanto o grafeno como o 6xido de grafeno (GO) sdo materiais versateis para a funcionaliza¢do
(ABERGEL et al., 2010; SCHWIERZ, 2010).

Esta multiplicidade de propriedades favoraveis levou a uma vasta gama de investigagdes sobre
o uso de grafeno para a biossensibilidade. Configuragdes particularmente interessantes sao

transistores de efeito de campo de grafeno (GFET) e ressonancia de plasmon de superficie
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amplificada com grafeno (SPR). Estes tipos de sensores de grafeno tém sido utilizados para deteccao
de DNA, proteinas, glicose e bactérias (PUMERA, 2011).

Essas qualidades do grafeno o colocam como plataforma tnica na criagao de dispositivos de
teste clinico do tipo point-of-care ou testes rapidos. O teste tipo point-of-care permite o diagnostico
de pacientes ainda no consultorio médico, em uma ambulancia, em casa ou mesmo no campo. O
inicio de um tratamento pode ser imediato e permitem maior praticidade tanto ao paciente quanto ao
médico e que se possa tomar decisdes no ponto de atendimento tem o potencial de impactar
significativamente a prestagao de cuidados de satde e enfrentar os desafios das disparidades de saude
(BOYD; WOOLLEY, 2016).

A realizacdo deste trabalho aqui proposto se justifica pela escassez de informagdes sobre os
sensores efetivos da exposi¢cdo a aflatoxina B e pela dificuldade de diagndstico precoce dos danos
causados pela exposicao, dada a auséncia de biomarcadores que possibilitem esse diagndstico.

Este trabalho estd inserido no projeto de pesquisa “DESENVOLVIMENTO DE
BIOMARCADORES DE EXPOSICAO E DE EFEITO PARA AVALIACAO DOS IMPACTOS DA
UTILIZACAO DO HERBICIDA GLIFOSATO SOBRE A SAUDE DE TRABALHADORES

RURAIS”, n° 17217.9850001/12-025 do Ministério da Saude.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo central desenvolver de biossensor miniaturizado do
tipo GFET para a deteccdo ultra-sensivel e seletiva de biomarcador de exposi¢ao da intoxicagdo de

aflatoxina B;.

2.1 Objetivos especificos:

Para alcancar o objetivo central desta tese, foram estipuladas as seguintes metas:

a) Montar uma plataforma de uma monocamada de grafeno para a ancoragem de proteinas
em sua superficie em laminas de S1/Si0;;

b) Aperfeicoar a metodologia existente baseada em transistores de efeito de campo de
grafeno para a detec¢do da interagdo proteina-ligante e proteina-anticorpo;

¢) Imobilizar ao grafeno anticorpos especificos para a discriminagdo de AFBi, seguida da
deteccao dos biomarcadores;

d) Construir um dispositivo do tipo point-of-care como metodologia rapida e eficaz para a

deteccao de AFB1, que envolva detecgao especifica por anticorpos.
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3 MATERIAIS E METODOS

O grafeno pode ser obtido a partir de exfoliagdo de grafite ou por deposi¢do quimica, o que
incluem diversos métodos com uma ampla abrangéncia de custos e eficiéncia (ZHONG et al., 2015).
A obtencao de grafeno utilizado neste trabalho foi a partir de método ja estabelecido no Laboratorio
de Nanomateriais do Departamento de Fisica da UFMG, por deposi¢cao quimica na fase vapor (CVD,
chemical vapor deposition) (EDWARDS; COLEMAN, 2013; LI et al., 2009; MEIRELES, 2016). O
método CVD possui a caracteristica de ser relativamente barato, altamente reprodutivel e produz

grafeno em grandes areas (WOJCIK, 2012).

3.1 Obtencao do grafeno CVD

O sistema utilizado para o crescimento foi composto por controladores de fluxo de gases, um
forno com o sustentaculo para um tubo de quartzo capaz de suportar altas temperaturas em ambiente
de vacuo, como visto na Figura 9 a e b. Neste processo, o grafeno ¢ chamado de CVD (Chemical
Vapor Deposition) (EDWARDS; COLEMAN, 2013; LI ef al., 2009). A primeira etapa consistiu em
preparar uma lamina de cobre policristalino como substrato para o crescimento do grafeno, com as
dimensdes 8 % 2 cm ou, em um forno maior, de 15 x 10 cm. Em seguida, foi lavada em banho de
acido acético, por 1 h, para a remocao de quaisquer residuos de 6xido de cobre na superficie da folha.
Uma lamina de cobre de 5 cm x 10 cm foi lavada em banho com 4gua deionizada, seca com N> e
introduzida no centro do tubo de quartzo. Com auxilio de controladora de pressdo, foi ajustado no
interior do tubo o fluxo de uma mistura de H> e CHa, e pressdo base de 107 Torr. O crescimento teve
um tempo médio de 4 h a uma temperatura maxima de 1.000 °C. Ao final, a lamina de cobre possui
um filme de grafeno que reveste ambas as suas superficies. Cobrimos umas das faces da lamina

Cu/grafeno com polimetilmetacrilato (PMMA) com espessura de 250 nm por método de spin coating.
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A lamina foi aquecida a 110 °C por 10 min em chapa de aquecimento para estabilizagdo mecanica da
estrutura, em seguida a lamina foi colocada em banho de 4cido nitrico para corrosido do carbono da

face ndo coberta e depois em agua deionizada para remogao do excesso de acido nitrico (Figura 9 c).

quartzo
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Figura 9 — Em (a), fotografia do forno e tubo de quartzo para crescimento do grafeno. Em (b) esquema
de parte do sistema de produgio de grafeno CVD no Laboratério de Nanomaterias da UFMG, ilustrando
a entrada de Hy e CHs, forno com tubo de quartzo e bomba de vacuo e em (c¢) esquema a preparacdo do
cobre para transferéncia do grafeno. Fotografia: Gustavo Arrighi Ferrari.
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3.2 Transferéncia de grafeno para chip de Si/SiO:

A transferéncia de grafeno para seu substrato de trabalho foi realizada de duas maneiras
distintas. Inicialmente, utilizamos método de transferéncia imida (KIM et al., 2009). Colocamos o
cobre na superficie de uma solugdo de persulfato de amonio ((NH4)2S20s) em uma concentragdo de
0,1 mol/L por 24 horas. Apds este tempo, o cobre foi completamente removido, ficando apenas uma
pelicula de grafeno/PMMA flutuando na solugdo. Com o auxilio de uma pinga, utilizamos um
substrato de S1/S10; para pescar o filme grafeno/PMMA e o filme com grafeno/PMMA transferido
rapidamente para sucessivos banhos de dgua deionizada por 30 min cada. Na ultima etapa, o substrato
final foi utilizado para a ultima pesca e o filme grafeno/PMMA mantido em ambiente limpo até que
toda a 4gua fosse evaporada. Previamente a deposi¢ao do grafeno/PMMA, os substratos foram limpos
em ambiente de sala limpa, com subsequentes banhos de acetona e isopropanol e secos com jato seco
de N>. O PMMA foi retirado da parte de cima do grafeno mergulhando o substrato, j4 com o grafeno
definitivamente aderido a esse, em acetona por 24 horas, depois em isopropanol por 30 minutos e

seco com jato de N (Figura 10).

Folha de
cobre+grafeno+PMMA Grafeno+PMMA Grafeno+PMMA

Acetona e Isopropanol

Substrato de Si/Si0;

Figura 10 — Esquema sequencial do processo de transferéncia imida do grafeno para um substrato. O
grafeno foi crescido sobre laminas de cobre e uma camada de PMMA depositada sobre o grafeno e em
seguida feita a corrosdo da ldmina em persulfato de amdnia, acompanhada de passagens em agua para
lavagem do grafeno. O PMMA foi posteriormente retirado com acetona quando o grafeno ja estava
fixado ao substrato final. Fonte: Proprio autor.
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Um método de transferéncia eletroquimica para se retirar o grafeno da folha de cobre passou
a ser utilizado posteriormente (SUN et al., 2016). Em um sistema contendo solu¢io de 0,25 mol/L
de hidroxido de s6dio (NaOH), um potencial elétrico foi aplicado com o catodo sendo uma barra de
platina metalica e o &nodo na lamina de cobre com grafeno, a corrente foi fixada em 1 A. Apos isso,
inserimos lentamente a 1amina na solucdo e o grafeno ¢ removido a medida que o cobre encosta na
solugdo de NaOH. O processo eletroquimico com hidréxido causa a medida que a folha de cobre
encosta na solugdo a geracdo de H,, formando bolhas que penetram na interface Cu/grafeno e
separando mecanicamente os dois (Figura 11 a). Ao final do processo, um filme de grafeno com
PMMA livre do cobre ¢ obtida flutuando sobre a solucdo bdésica, isso em apenas poucos minutos
(Figura 11 b). Com o auxilio de uma tira de politereftalato de etileno (PET), o filme grafeno/PMMA
foi transferido para sucessivos banhos de agua deionizada por 30 min cada. Na ultima etapa,
utilizamos o substrato final uma ldmina de Si/SiO> limpa de acordo com método anterior para a ultima

pesca e o filme grafeno/PMMA foi mantido em ambiente limpo até que toda a agua fosse evaporada.

Figura 11 — Esquema do processo de transferéncia eletroquimica com formagéo de bolhas de H> na
solugdio alcalina. O grampo azul representa o anodo, constituido pela lamina de cobre e o grampo
vermelho é o catodo a barra de platina. Fonte: Proprio autor.
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Nesse sistema de transferéncia eletroquimica com a lamina de PET ¢ evitado qualquer
permeacdo de particulas em dire¢ao a superficie do grafeno e, como resultado, o dano do grafeno ¢

mitigado e ¢ mais efetivo em termos de tempo e custo.

3.3 A arquitetura do dispositivo

Seguindo a literatura da area de GFETs, construimos um primeiro modelo de dispositivo, para
fim de familiarizagdo com um biossensor de grafeno, com longas fitas de grafeno e funcionalizadas
em uma arquitetura de piscina (PUMERA, 2011). Este modelo adotado possuia uma grande area
superficial, o que implicava em um maior nimero de defeitos na malha de grafeno e,
consequentemente, em uma medida mais ruidosa. A arquitetura simples deste modelo de dispositivo
constituia-se de uma camada de grafeno CVD sobre uma lamina de vidro e um pequeno pedaco de
polidimetilsiloxano (PDMS) com uma abertura central delimitando o espago onde os testes deveriam
ocorrer (Figura 12). Contatos de tinta prata foram construidos em ambas as extremidades do grafeno
e a eles fixados fios de cobre para contato com o sistema de medi¢ao. Todos os processos de medigao
e funcionalizagdo ocorriam no interior da piscina de PDMS, sem cobertura do restante do grafeno

exposto.

Figura 12 — Arquitetura inicial do dispositivo simples Dispositivo simples com PDMS delimitando
regido com liquido e amostra a serem testados e contatos de prata nas extremidades do filme de grafeno.
Fonte: Proprio autor.
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3.3.1 Arquitetura com contatos metdlicos por fotolitografia e caracterizacdo por microscopia

optica

Posteriormente, foi adotada uma arquitetura mais sofisticada, contendo um canal de PDMS
fechado, com as aberturas unicamente para entrada das solug¢des da reagdo e do eletrodo de medigao.
A érea do grafeno foi delimitada por fotolitografia a pequenos retdngulos microscopicos sobre
contatos de ouro. Os microchips de grafeno foram produzidos no Laboratério de Nanomateriais, cuja
tecnologia ja ¢ dominada, sendo construidos em uma plataforma de silicio/6xido de silicio, com a
constru¢do dos circuitos de contatos metélicos utilizando técnicas de litografia dptica e adesdao do
grafeno a placa de silicio (MEIRELES, 2016).

O biossensor de grafeno foi desenvolvido para conter 27 contatos de grafeno, divididos em 9
conjuntos de 3 contatos. Cada conjunto possui um dreno comum para 3 fontes distintas, e todo o chip
possui a dimensdo de 4 cm®. O grafeno com PMMA obtido da transferéncia eletroquimica foi
transferido para os substratos finais, pequenos chips de Si/Si0», com as dimensdes de 25 x 25 mm.
A escolha de substratos finos foi necessaria para as condi¢des para utilizagdo de um microscopio
invertido. Os substratos possuiam os contatos metalicos de Cr/Au (20/60 nm) fabricados em litografia
optica (Figura 13 a).

A construgdo do chip com os contatos metélicos foi feita por fotolitografia. Primeiramente,
cada chip ¢ composto um pequeno pedago de Si/SiO> com espessura de 300 nm com dimensoes 2 x
2 c¢cm e limpo em acetona em ultrassom por 5 min e outros 5 min de ultrassom com isopropanol.
Utilizamos o fotorresiste LOR depositado como uma pelicula de 1,0 um de espessura por spin-coat a
3.800 rpm com aceleracdo 1.000 rpm/s por 45 s. Imediatamente apds, o fotorresiste S1813 foi
adicionado pelo mesmo processo anterior. O fotorresiste LOR tem a func¢do de providenciar baixos
niveis de defeitos em filmes com uma ampla faixa de espessura formados pelos processos de

revestimento rotativo (spin-coat). Para o processamento de remogao limpa (/if#-off), o filme de LOR
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deve ser mais espesso que a espessura do metal a ser adicionado (KWANG-SEOK YUN; EUISIK
YOON, 2004).

Realizamos um pré-bake de 90 s a 100 °C para evaporacao do solvente do fotorresiste. Ja na
foto-alinhadora (Karl Suss MJB 3 da sala-limpa do Departamento de Fisica da UFMG), a mascara
com o padrdo das trilhas de contato foi alinhada sobre o substrato e expostas a luz UV (350-500 nm)
durante 15 s. Essa mascara serve para proteger as regioes de interesse delimitadas, pois o fotorresiste
S1813, por ser positivo, quando ¢ exposto a luz UV torna-se sensibilizado. Isso quer dizer que ha
rompimento de ligagdes quimicas nas cadeias poliméricas do fotorresiste, tornando-as menores e mais
solaveis e facilmente removiveis com a utilizagdo de solvente especifico, no caso, com o auxilio de
MF26A. Mergulhamos o chip por 18 segundos no removedor e em seguida lavamos com agua
deionizada e secamos com N». Cada chip foi entdo preparado para a evaporagao térmica em alto vacuo
de uma camada constituida de 5 nm de cromo e¢ 35 nm de ouro, sobre todo o substrato. No
processamento de remogao limpa, o lift-off, os chips foram mergulhas em N-metil-2-pirrolidona por
12 h e limpos com acetona e isopropanol, restando apenas as trilhas de Au/Cr delimitadas pela
litografia (Figura 13 a).

O chip com as trilhas metalicas foi utilizado como substrato final para pesca do filme de
grafeno/PMMA, como elucidado no item 3.2, revestindo todos os contatos metélicos (Figura 13 c).
Os chips foram entdo mergulhados em solucdo de acetona, para remo¢do do PMMA e realizamos
spin-coat do fotorresiste positivo S1813 por 45 segundos a 3.800 rpm e acelera¢do de 1.000 rpm/s,
nessa configuragdo gera-se um filme de aproximadamente 1,5 pm de espessura distribuido por todo
o chip. Logo em seguida fizemos um sof#-bake de 90 segundos a 100 °C e entdo a fotolitografia para
a producao final dos chips com o grafeno delimitado apenas nas regides entre os eletrodos de fonte e

dreno (Figura 13 b).
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Realizamos nova remogao de fotorresiste com MF26A e, apds esse processo, o chip fica livre
de S1813 sensibilizado, mas com as regides entre os contatos com grafeno protegido pelo S1813
enrijecido. Todo o restante do filme grafeno foi corroido com a utilizagdo de plasma de O2 com
pressdo de 1 Torr em sucessivas etapas de 10 s cada, ao final de cada etapa o chip era observado em
microscopia Optica convencional para visualizacdo da corrosdao do grafeno exposto. Desta forma,
pequenas regides retangulares de grafeno/S1813 com 45 W x 62 L um nos contatos de Au/Cr foram
protegidas apds a revelagdo, como visto na Figura 13 (b). As andlises observacionais por microscopia
das laminas de Si/S10; contendo os contatos de Au/Cr e o grafeno foram realizadas utilizando-se um

microscopio Optico convencional Olympus BX51.
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Figura 13 — Dispositivo com arquitetura mais sofisticada, evidenciado pelo conjunto de contatos de
Au/Cr em (a) Fonte: Adaptado de ALMEIDA, 2013. Na microfotografia em (b), é possivel visualizar
o grafeno sobre os dois terminais do contato Au/Cr. Em (¢) um modelo demonstrando o aspecto final
do chip. Fonte: Préprio autor.

Ao final do processo, os chips foram imersos em acetona para eliminagao do fotorresiste sobre

o grafeno. O arcabougo utilizado no sistema foi fabricado em molde de PDMS e consistiu em um
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retangulo que cobre a superficie plana do dispositivo. A dimensdo deste canal, em geral, era de 10
mm X 2,5 mm x 2,5 mm. No arcabougo desejado fizemos uma abertura na parte superior do PDMS
para dar acesso ao eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (Figura 14 a-c).

Na entrada do canal de PDMS, uma abertura menor foi utilizada para adicionar as solugdes
de trabalho do biossensor (Figura 14 b-c). Para a funcionaliza¢dao do grafeno, utilizamos a albumina
sérica humana (HSA), a enzima acetilcolinesterase (AChE) e os anticorpos especificos anti-aflatoxina
Bi. Uma solugao de bloqueio foi ainda adicionada para que as regides do grafeno que ainda estejam
expostas sejam inibidas, evitando que moléculas interferentes possam atrapalhar a medida. Os chips
contendo os dispositivos foram conectados a um chip-holder capaz de ser encaixado por meio de

pinos metalicos ao setup de medidas, como visto na Figura 14 (c).

Figura 14 — Dispositivo utilizado nas analises. (a) Diagrama em corte do dispositivo com a piscina de
PDMS posicionada sobre o dispositivo. (b) Ilustragdo do dispositivo com o arcabougo de PDMS com
canal medindo 5 cm de comprimento e 1 cm de largura. (¢) Foto do dispositivo montado e com eletrodo
de Ag/AgCl conectado. Fonte: Proprio autor.
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3.4  Caracterizacido do grafeno por espectroscopia Raman

Uma das principais técnicas utilizadas na caracterizacdo de compostos de carbono ¢é a
espectroscopia de Raman. Esta técnica é capaz de fornecer informagdes a respeito da estrutura
cristalina do grafeno, além do seu nimero de camadas e a presenga de impurezas. A espectroscopia
de Raman consiste em um laser focalizado sobre ou pequena por¢ao da amostra que entdo ¢ espalhado
de forma nao elastica. Este feixe incidente na amostra excita estados eletronicos e esses, ao retornarem
ao estado inicial, emitem energia com comprimento de onda diferente do laser incidente (FERRARI
et al., 2006). No grafeno, o espectro Raman possui trés bandas principais, nomeadamente G, D e 2D
(Figura 15). A banda G tem um pico central em torno de 1.580 cm™ e est4 associada com materiais
de carbono por causa da hibridizagdo sp?, como o grafeno e o grafite cristalino (MALARD et al.,
2009). O pico da banda G ndo tem variagao quanto ao nimero de camadas de grafeno e nao ¢ capaz
de permitir a diferenciagdo do grafeno com uma ou muitas camadas. Porém, contaminantes na
estrutura quimica no grafeno alteram a posi¢ao do pico e a banda G pode ser empregada para avaliar
a dopagem da amostra (MALARD et al., 2009). A banda D tem pico em 1.350 cm™ e est4 associada
a defeitos estruturais no grafeno, ou seja, a desordem da estrutura. Grafeno crescidos por método de
deposi¢ao quimica usualmente apresentam a banda D evidente porque eles possuem algumas regides

descontinuas.
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Figura 15 — Espectro tipico obtido de uma medida por espectroscopia Raman de grafeno mostrando as
principais caracteristicas Raman, as bandas D, G ¢ 2D. Fonte: Adaptado de MALARD et al., 20009.

Também ¢é visto na Figura 15 a banda 2D, centrada em 2700 cm™, é a principal banda utilizada
para a determinagdo do nimero de camadas em amostras de grafeno, visualizada pela largura da
mesma. Diferentemente da banda D, a banda 2D néo reflete defeitos na rede de carbono, assim, ela é
sempre muito proeminente no grafeno, mesmo sem nenhuma banda D presente. Ressalta-se que uma
camada tnica grafeno pode ser identificada analisando-se a razao da intensidade dos picos das bandas
2D e G (Ipn/lg). Essa relagdo em um grafeno monocamada fica em torno de 2 e isso juntamente a falta
de uma banda D e uma banda 2D simétrica sao frequentemente usadas como confirmagdo de amostras
de grafeno livres de defeitos. Esta banda também ¢ usada quando se tenta determinar a espessura da
camada de grafeno (FERRARI ef al., 2006; MALARD et al., 2009; POPOV, 2016).

As andlises por espectroscopia Raman foram conduzidas utilizando um equipamento Zeiss
EC Epiplan-Neofluar equipado com um microscopio Optico confocal com resolugdo espectral de 1
cm! usando um laser de argdnio de 532 nm a 10 mW e tempo de aquisi¢do de 10 s com detector CCD
do Laboratorio multiusuario do Departamento de Fisica da UFMG. As andlises dos resultados foram

feitas pelo programa Witec ProjectFour 4.1.
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3.5 Caracterizacido por microscopia de forca atomica

Para se visualizar a distribuicdo a nivel manométrico funcionaliza¢do e aspecto do grafeno,
um ensaio de microscopia de forca atdmica (AFM) foi realizado em um microscopio Solver-NANO
(NT-MDT®) do Laboratério de Nanoscopia (LabNano) do Departamento de Fisica da UFMG. Foi
realizada varredura da topografia em semi-contato (fapping) com sondas de silicio PPP-FMRS50 da
marca Nanosensors de uma pequena area de grafeno sensibilizado e ndo sensibilizado. Os resultados

foram analisados pelo programa Gwyddion 2.51.

3.6 Caracterizacao Elétrica

Para realizar as medidas elétricas, utilizamos um sistema contendo um Jlock-in Stanford
Research Systems SR830 como fonte de tensdo para o gate e fonte de tensdo para o canal com
grafeno, um multimetro Keithley 2400 como leitor da corrente no dreno e um pré-amplificador DL
Instruments 1211 para melhorar o sinal de dreno. Os cabos que conectam os equipamentos a caixa de
passagem sdo coaxiais do tipo BNC. Uma caixa de passagem dos cabos BNC foi usada permitindo
desligar ou aterrar algum equipamento ou contato. O dispositivo foi acoplado a uma placa de circuito
de silicio no porta-amostras e este conectado ao sistema de medida através de uma conexdao RS-232
de 25 pinos. As medidas elétricas foram controladas através do programa MatLab que maneja e aplica
as tensdes usando como a interface de comunicagdo um cabo USB para GPIB (National
Instruments®). A grande vantagem do software utilizado ¢ a possibilidade de monitorar a resisténcia
da amostra, além dos valores tensdo com concomitante visualizacdo dos resultados em tempo real.
Para todos os ensaios de monitoramento de pH, detec¢do de proteina e dos antigenos, aguardava-se
um tempo de 10 minutos antes de se iniciar quaisquer as medidas, visando a maior estabilidade da

resposta dos biossensores.



METODOS 51

Para os ensaios de medidas por tempo, permitimos um fluxo continuo da solucdo através do
canal de fluidica e uma seringa contendo a solucao foi posicionada a conectada a um motor de passo
que fez a fungdo de bomba. O motor de passos podia ser operado tanto pelo programa Arduino no
computador ou por uma caixa com chaves alavancas. Uma mangueira de cateter de silicone fazia a
conexao entre a seringa e o sistema de medi¢do. O fluxo foi fixado em 20 uL/min, observando que
na faixa de 10 a 30 pL/min os ruidos nas medidas sdo reduzidos. Estes sistemas foram projetados e
confeccionados pelo aluno Vinicius Ornelas, membro do grupo de Nano-materiais.

As medidas elétricas constituiam-se na aplicacdo de uma tensdo Vrp constante entre os
contatos de Au/Cr passando pelo grafeno, de modo a induzir uma corrente /rp entre eles, como
observado nas Figura 6 e Figura 7. A resisténcia total obtida da reta de Vrp X Irp € composta pelas
resisténcias dos proprios contatos e a resisténcia intrinseca do grafeno, porém sabe-se que a
resisténcia de contato tende a ser bem pequena para monocamadas de grafeno e igual em todos os
dispositivos.

Para se modular a corrente /rp que passa pelo grafeno e a resisténcia deste, um campo elétrico
foi aplicado com a utilizagdo de uma tensdo de gate Vo com um Vep fixo. Fizemos uso de uma
arquitetura top-gate com o método de gate eletroquimico. Como ja supramencionado, ao se aplicar
uma tensdo de gate, elétrons podem ser introduzidos ou retirados do grafeno, mudando, assim, a
posicao relativa em energia do nivel de Fermi, Er. Consequentemente, o transporte de elétrons pode
ser realizado em uma banda de condugdo praticamente vazia, ao se elevar Er, ou transportar buracos
por uma banda de valéncia quase cheia, abaixando Er. Esse fendmeno ¢ bastante titil em GFET, pois
permite que a condutividade do grafeno possa ser maior nesses estados de dopagem quando
comparado ao seu estado normal ou intrinseco, i.e., quando estd Er em CNP (SCHWIERZ, 2010).

Ao longo do trabalho, as curvas experimentais sdo basicamente todas elas curvas de

transferéncia Vg x Irp. Todos os resultados foram obtidos pelo programa MatLab 2015. Anélises
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complementares das curvas e de outros resultados foram realizadas também em Origin Pro 9.0,
GraphPad Prism 6.05 e Microsoft Office® Excel 2016. As curvas Irp X Vg foram ajustadas no MatLab
com algoritmo de suavizagao de Savortsky-Golay em um polindmio de 5* ordem, depois obtivemos

o ponto relativo da tensdo de gate com o menor valor de corrente para cada uma das curvas.

3.7  Eletrodo de Referéncia de Ag/AgCl

O eletrodo de referéncia tem a funcdo de manter um potencial fixo e devidamente conhecido
durante a realizacdo do experimento. O eletrodo Ag/AgCl consiste de uma jun¢do de prata com
cloreto de prata, que mantém um potencial fixo de 0,1 V no canal de grafeno. O eletrodo ndo-vazante
escolhido, por ser de facil manuseio e fabricacdo, foi da marca eDaq modelo ET069 (Figura 16). A
necessidade da utilizacao deste eletrodo de referéncia trona-se importante para que nao ocorra
corrente faradaica, ou seja, uma corrente oriunda da oxirreducao de algum composto, que poderia
interferir nas medidas. Além disso, o eletrodo de Ag/AgCl mantém um potencial constante em relagao
a solucao, além de poucas interagdes que podem ocorrer com outras espécies quimicas em solugao,
como proteinas (MINOT et al., 2007). O eletrodo de platina produz uma maior corrente de fuga além

de permitir um excesso de cargas contrarias na superficie do grafeno.

OF T

AgCl

Figura 16 — Eletrodo de referéncia comercial. (a) Fotografia do eletrodo eDaq ET069 ¢ (b) sua
representagdo interna.
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3.8  Funcionalizacio do Grafeno

O grafeno foi funcionalizado, primeiramente, com uma solu¢do contendo um /inker, uma
molécula capaz de interagir com o grafeno ¢ uma proteina e permanecer ligada a esses até o final do
experimento. Funcionalizar o grafeno ¢ fixar nele um elemento quimico que fard a ponte entre o
grafeno e o agente bioldgico, neste caso, o antigeno, a proteina ou a enzima. Nestes experimentos o
linker utilizado foi o acido 1-pirenobutanoico éster N-hidroxisuccinimida (PBSE, Sigma-Aldrich®)
para a funcionalizacdo (CHEN et al., 2001). Como o PBSE possui baixa solubilidade em dgua, uma
solucdo padrdo foi feita com N,N’-dimetilformamida (DMF, Synth®), onde o PBSE estava na
concentragdo de 10 mmol/L. O PBSE tem em sua base anéis aromaticos (pireno), que se ligam ao
grafeno através de uma ligacao do tipo empilhamento-m e também possui uma terminagao éster ligada
a uma imida no grupo succinimida. A ligagdo entre o grafeno e o PBSE ¢ ndo covalente e estavel
(LEE et al., 2002). Quando em solugdo, o grupo succinimida sofre uma hidrolise na presenca de uma
amina primaria, se ligando a proteinas pela amina. O PBSE ¢ deixado interagir com o grafeno por 2
h em temperatura ambiente e depois lavado, primeiramente com DMF e depois duas vezes com agua
deionizada. Para a ligacdao das proteinas desejadas ao linker, 0,1 mL de uma solu¢do contendo as
biomoléculas em tampao fosfato salino (PBS) 0,15 mol/L, pH 7,2, ¢ deixada incubando com o
grafeno//inker por aproximadamente 20 h a 4 °C.

Uma solu¢do de bloqueio se liga as moléculas de /inker que ndo estdo em excesso evitando
que o anticorpo, ou outras moléculas, se liguem ao linker. A solucdo de bloqueio utilizado foi
etanolamina (>99,5% Supelco®) 10 mmol/L em PBS 0,15 mol/L, deixada por 30 minutos em
repouso dentro do arcabougo, lavado posteriormente com tampdo. Para garantir que ndo haja
interagdes inespecificas ao grafeno, uma solu¢do com 1% de polietilenoglicol (PEG) M, 6.000
(Sigma®) foi adicionada ao grafeno e deixada incubada por 2 h. Por fim, o grafeno esta

funcionalizado com os agentes desejados (Figura 17).
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Figura 17 — Esquema do processo de funcionalizacéo do grafeno limpo, pronto para ser funcionalizado,
com PBSE e com antigeno ligado. Partes ainda expostas do grafeno e do PBSE bloqueadas com
etanolamina. A proteina funcionalizada no grafeno e o seu ligante devem estar dentro do comprimento
de Debye. Fonte: Adaptado de OKAMOTO et al., 2012.
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3.8.1 Caracterizacdo da funcionalizag¢do com proteinas

A primeira funcionalizacdo foi feita para albumina sérica humana (HSA). Ensaios de
microscopia de fluorescéncia foram feitos para se determinar a adesdo de HSA ao grafeno. Uma
lamina de vidro com grafeno foi decorada com albumina sérica humana (> 99,9%, Sigma® A3782)
diretamente e depois exposta a anticorpos anti-HSA (IgG policlonal, Sigma® A0433) marcados com
isotiocianato de fluoresceina (FITC, ThermoFischer®). O HSA foi adicionado em gotas por
micropipeta até que se cobrisse toda a superficie do grafeno, nas mesmas concentragdes utilizadas
nos ensaios de caracterizacdo do dispositivo, 1 mg/mL (15,3 umol/L). Para se determinar a
participagdo do PBSE, uma lamina foi decorada com o linker antes da adicdo da albumina. Para
comprovar a eficiéncia na cobertura da superficie do grafeno, PEG-6000 foi utilizado em outros dois
ensaios, com e sem PBSE, e adicionado anticorpos anti-HSA marcados com FITC. Antes e apds a

adesdo dos anticorpos, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS 0,15 mol/L. As laminas foram
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observadas no microscopio EVOS® FL (ThermoFischer) do laboratério multiusuarios do
Departamento de Bioquimica ¢ Imunologia da UFMG.

A segunda estratégia adotada foi o emprego da enzima acetilcolinesterase (AChE, EC. 3.1.1.7,
Electrophorus electricus, liofilizada, Sigma-Aldrich®, C2888). Os chips contendo os GFETs foram
incubados em uma solu¢do de 3,0 umol/LL de AChE em tampao PBS de concentracao 0,15 mol/L, pH
7,4, a 4 °C por 12 horas. Apos este periodo os dispositivos foram lavados também com PBS por
diversas vezes, para remover todo e qualquer residuo de AChE que ndo adsorveu ao grafeno. Apds
todas estas etapas, o dispositivo estava pronto para realizagdo de cinética enzimatica.

A ultima funcionaliza¢do foi feita com anticorpos anti-aflatoxina B1, na concentragdo de 25
pug/mL. Os anticorpos monoclonais utilizados neste trabalho reconhecem este tipo persistente de
AFB-N’-Gua e foram obtidos da ThermoFischer® (MA1-16885, clone 6A10, subtipo de x-IgG; de

camundongos).

3.8.2 Andalises da funcionalizacdo e atividade dos anticorpos anti-aflatoxina

A fim de se determinar a especificidade dos anticorpos anti-AFB;-N’-Gua, um ensaio de
microscopia de fluorescéncia foi realizado com auxilio de um microscépio Olympus IX 70 do
Laboratorio de Sinalizagdo de Célcio. No ensaio, trés fragmentos de grafeno CVD foram adsorvidos
a trés laminulas de diéxido de silicio e deixados aderir. Logo apos, adicionamos uma solugdo
contendo PEG-6000 e deixada secar sobre uma das laminulas com grafeno, criando um bloqueio
sobre esse. Em uma outra laminula, uma solu¢do contendo os intermediarios da sintese foi adicionada,
deixada secar e depois uma outra solucdo contendo PEG-6000 foi adicionada para bloquea-lo e
deixada secar. A terceira laminula, uma solucdo contendo a fase organica com as fracdes contendo
AFB;-N"-Gua foi adicionada a ela e deixada secar e, logo ap6s, houve o bloqueio. As trés laminulas

com grafeno foram trés vezes lavadas com PBS entre cada uma das etapas de sensibilizagdo e ao final
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dessas. Paralelo a sensibiliza¢do, uma solug¢do de tampao carbonato pH 10,0 contendo 50 pg/mL de
anticorpos anti-AFB;-N’-Gua foi marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) e deixado reagir por 2 h a 37 °C preservado da luz. Imediatamente ao
ensaio de microscopia, a solu¢do de anticorpos marcados foi adicionada as laminulas e lavadas com

PBS por trés vezes. A placas foram observadas em microscopio com filtro para FITC

3.9  Sintese de Aflatoxina B;-N’-Guanina

O principal metabolito obtido pela ligacdo entre a AFB; ao DNA ¢ o aducto de guanina, a
AFB;-N"-Gua, que ¢ eliminado na urina em mamiferos e pode ser utilizado como biomarcador de
exposi¢do a essa micotoxina. A aflatoxina B1 (Sigma® A6636) foi gentilmente cedida pela Funed
junto a Dr* Jovita Gazzinelli Cruz Madeira e utilizado como substrato para producao sintética de
AFB-N’-Gua. Parte da AFB, liofilizada foi estocada a 4 — 8 °C, condi¢des que a conservam por
varios meses sem a perda, e dissolvida em metanol para quantificagdo em espectrofotometria (Figura
18) (AOAC, 2000).

Utilizamos o protocolo desenvolvido por Vidyasagar e colaboradores (1997) que utilizam a
acido 3-cloroperbenzoico ou acido m-cloroperbenzoico (MCPBA) como oxidante da reacao
(VIDYASAGAR; SUJATHA; SASHIDHAR, 1997). Resumidamente, 20 mg de MCPBA (Sigma®)
foram dissolvidos em 4 mL de diclorometano (Merck®) e lavados com 4 mL de tampao fosfato 100
mmol/L, pH 7,4 por 4 vezes e desidratados com sulfato de sodio anidro (Sigma®). A quantidade de
0,64 umol/L de AFB; foidissolvida em diclorometano e convertida em AFB;-8,9-epoxido pela adi¢ao
de 200 pL da solugdo de MCPBA e 500 uL do tampdo fosfato. A reagdo ocorreu a 5 °C por 100 min
sob agitacdo. Apds esse periodo, 500 pL de uma solugdo de 0,32 pumol/L de guanina em tampao
fosfato foi adicionada ao frasco de reacdo e deixado por 60 min a 5 °C sob agitagcdo continua. Ao

final, a mistura foi centrifugada a 4.000 rpm por 5 min e a fase organica separada e a fase do tampao
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foi adicionado diclorometano. Ambas as fases foram utilizadas para quantificacio de AFB;-N’-Gua.
A caracterizagio do material foi realizada por cromatografia liquida de alto desempenho (GE®
AKTA) utilizando uma coluna de fase reversa (C-18 Vydac 250 x 4,6 mm) a 25 °C, com fluxo
ajustado a 1,0 mL/min de 30% acetonitrila/metanol (1:1 V/V) em 20 mmol/L de tampao acetato de
amoOnia e medido a 360 nm. A AFB; conjugada com A aflatoxina Bi conjugada com guanina foi
obtida pelo protocolo de Vidyasagar e colaboradores (1997).

Para confirmac¢ao do produto da sintese, ensaio em espectrometria de massas foi realizado em
MALDI-TOF Autoflex® Bruker com utilizagdo de matriz de acido 2,5-diidroxibenzoico (DHB), 1til

para analise de carboidratos e glicopeptideos.
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Figura 18 — Espectro de absorbancia ultravioleta de AFB; em metanol cedido pela prof®. Dr*. Jovita
Gazzinelli, da FUNED. Na figura é possivel observar um pico largo na regido de 340-360 nm,
caracteristico da aflatoxina B, de acordo com o Official Methods of Analysis. Natural Toxins, Cap. 19,
2012.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como detalhado na se¢do de material e métodos, a parte inicial deste trabalho envolveu a
propria fabricacdo dos chips contendo os contatos metalicos sobre um substrato de Si/SiO». Isso foi

realizado por microscopia Optica e medidas elétricas.

4.1 Caracterizacio elétrica dos chips nao-funcionalizados

A condicdo intrinseca do grafeno construido em cada chip fabricado foi primeiramente
caracterizada eletricamente. Foram obtidas curvas de corrente (/rp) por tensao de fonte e dreno (Vrp),
aplicando potenciais de -1,0 a 1,0 V entre eletrodos de fonte e dreno, para todos os conjuntos de
eletrodos viaveis. A Figura 19 exibe a curva Irp X Vpp representativa para um tipico GFET.
Normalmente, amostras obtidas do crescimento realizado no laboratério apresentam resisténcias da
ordem de 800 a 3 kQ, e seu aspecto tipico pode ser visualizado abaixo.

Ressalta-se que, as medidas de resisténcia de todos os dispositivos fabricados, inclusive os
nao incluidos neste trabalho, foram 6hmicas e tiveram valor entre 0,5 kQ e 6,0 kQ. Os grafenos com
resisténcia acima desses valores foram sempre descartados das medidas. A média das resisténcias dos
grafenos obtidos foi de 1,9 kQ) com desvio padrdo de 1,3 com n=52.

Os valores de resisténcia podem ser considerados relativamente elevados, entretanto estdo
inseridos nesses valores a contribuicao da resisténcia tanto intrinseca do grafeno quanto, também, do

contato que na interface grafeno/metal (XIA et al., 2011).
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Figura 19 — Grafico de medida caracteristica da medida do comportamento resistivo do dispositivo.
Curva 6hmica com resisténcia de aproximadamente 1,0 kQ com Vip de -1,0 V até 1,0 V, tipicamente
observado nos grafenos CVD obtidos no Laboratdrio de Nanomateriais.

4.2 Caracterizac¢ao do grafeno CVD por espectroscopia Raman

Para averiguar que o grafeno produzido era composto por uma monocamada, algumas
medidas de espectroscopia Raman foram realizadas em alguns dispositivos. Esse método ¢ bastante
util para caracterizar o grafeno produzido de modo a identificar monocamadas de grafeno obtido pelo
processo CVD (FERRARI et al., 2006). Um pico localizado a aproximadamente 1.580 cm™ ¢
chamado de banda G e ¢ caracterizado como um espalhamento Raman de primeira ordem e esta
presente em compostos carbonicos com hibridizagio sp®. J4 as bandas 2D (aproximadamente 2.700
cm) e D (1.350 cm™) sdo provenientes de um processo de dupla ressonancia. A banda G* (2.450
cm') também ¢ caracterizada por um processo Raman de dupla ressonancia (MALARD et al., 2009;
POPOV, 2016). Na espectrometria de Raman foi possivel visualizar uma monocamada de grafeno,

observada pela maior banda 2D em relagdo com a banda G. Também ¢ importante notar uma banda
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D evidente, possivelmente pela descontinuidade do filme devido a rasgos no processo de fabricacao
com folha de cobre (Figura 20). Para o grafeno CVD, considera-se aceitavel para larguras de meia
altura da banda 2D em torno de 30 cm! e a relacdo entre a intensidade dos picos 2D e G deve ficar
entre 2-5 para representar uma medida tipica de uma monocamada de grafeno crescido por CVD
(BHAVIRIPUDI et al., 2010).

A Figura 20 exibe um espectro Raman médio obtido da andlise de sete areas distintas de um
mesmo filme de grafeno CVD. A relacdo da intensidade média entre os picos 2D/G foram maiores
que 2, caracterizando a amostra de grafeno como uma monocamada.

De modo sucinto, para uma monocamada de grafeno CVD espera-se que a banda 2D seja
alargada e que a largura de meia altura da banda e haja a presenca da banda D indicativa da existéncia
de defeitos na amostra. Como pode ser observado, a intensidade da banda D ¢ extremamente baixa,
sugerindo que a mostra de grafeno CVD foi crescida em condigdes otimizadas para este trabalho e
praticamente livre de grandes defeitos. Portanto, este experimento mostrou que com o método de
crescimento de grafeno CVD empregado conseguiu-se obter grandes areas de grafeno monocamada
e livre de defeitos, caracteristicas principais para a constru¢do de GFETs com alta sensibilidade para

a deteccao de biomoléculas.
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Figura 20 — Espectro Raman de filme de grafeno CVD. Medida obtida pela média de sete espectros
oriundos de um mesmo filme de grafeno. E possivel observar as bandas 2D (2.700 cm™), G* (2.450 cm
1, G (1.580) e D (1.350 cm™"), a largura de meia altura da banda 2D ¢é de aproximadamente 30 cm™.

4.3 Grafeno como Sensor de pH

Com o intuito de utilizar o grafeno como um biossensor, foram avaliados primeiramente o
comportamento e a resposta deste ao efeito de campo por meio da verificacdo das curvas de corrente
(Irp) e tensdo de porta ou gate (V) quando os sensores estdo em solugdes com diferentes pH. Para
tanto, usamos uma solucao de tampao fosfato salino 1,0 mmol/L com pH caracterizado. O transporte
dos portadores de carga em GFET que estdo em contato com uma solugdo eletrolitica através do
eletrodo de referéncia foi demonstrado através da curva Irp X Vg em meio de solugao PBS 1,0 mmol/L

pH 7.4, variando-se VG, porém com o sistema sem Vrp, uma curva de corrente de fuga (Figura 21).
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Figura 21 — Grafico de corrente de fuga caracteristico do dispositivo com eletrodo de referéncia
comercial, exibindo a corrente /rp da ordem de 10° vezes menor que a observada em todos os
experimentos, dentro da faixa de Vg utilizada ao longo do trabalho.

Como discutido anteriormente, os GFET operando em meio aquoso com eletrolitos podem ter
a sua condutancia modulada pela aplicacdo de uma tensao de gate entre o filme de grafeno e um
eletrodo de referéncia, neste caso Ag/AgCl, na solucao eletrolitica. Desse modo, essa tensdo ¢ capaz
de deslocar o nivel de Fermi (Er) da monocamada e alterar a condutancia do dispositivo.

Um sensor foi utilizado para cada ensaio de pH contendo 27 contatos grafeno/ouro, divididos
em 8 conjuntos de 3 contatos com um arcabouco de PDMS posicionada sobre o dispositivo
permitindo que os contatos de grafeno permanecessem expostos ao liquido, mas evitando a perda de
agua para o ambiente, formando um sistema de macrofluidica.

Para os ensaios de pH, criamos um fluxo continuo de solu¢do através do canal de PDMS com
uma seringa contendo a solugdo posicionada a uma altura de 30 cm acima do canal e uma mangueira

de silicone com diametro interno de 0,75 mm fazendo a conexao entre eles. A diferenca de altura
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entre a seringa e o dispositivo foi ajustada a fim de se obter um fluxo de aproximadamente 20 pL/min
desejado de solucdo pelo canal de PDMS, observando que na faixa de (10 a 30) uL./min os ruidos nas
medidas sdo reduzidos. Na entrada do canal de PDMS, a mangueira conecta o canal a uma seringa
e, através deste, sdo inseridas as solugdes de trabalho ao biossensor. A seringa tem a abertura do
embolo aberta, de forma que a solug¢ao possa escorrer pelo micro tubo sob efeito apenas da gravidade
(Figura 22). Com o sistema montado, o eletrodo de Ag/AgCl, usado para aplicar a tensdo de gate, foi

inserido no furo superior do PDMS. O eletrodo usado ¢ o ET069 da marca eDAQ.

Figura 22 — Esquema dos testes de pH. Ilustragdo de como um fluxo de solugéo pelo canal é ajustado.
Seringa contendo a solugéo entregue ao dispositivo. Fonte: Adaptado de OUELLETTE, 2008.

O PBS 0,15 mol/L desejado foi colocado na seringa e ajustado para o fluxo esperado, e com
o PBS fluindo pelo canal, medimos uma curva /rp * V. Em seguida, adicionamos outro PBS com
pH diferente e, novamente, foi feita a medida, e assim sucessivamente, até medir todas as solugdes
com os pH desejados. Uma fonte de tensdo foi utilizada para o gate, uma fonte aplicou a tensdo para
o canal com grafeno, um multimetro fez a leitura da corrente no dreno e um pré-amplificador para
amplificar o sinal de dreno. Em um primeiro experimento foram utilizadas solu¢cdes de HCl e NaOH

que abrangiam os pH de 3-11 variando de 1 valor de pH. Foram escolhidos estes valores pois a relagao
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entre Vene € pH mantém uma linearidade, fora dessa faixa ha uma mudanga abrupta dessa relagdo
(SOHN et al., 2013). As curvas com estas solugdes seguem uma linearidade para o aumento de pH,

como demonstrado no grafico da Figura 23.
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v =0,0128x +0,1939
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Figura 23 — Grafico das curvas para solugdo com pH 4-11. O experimento foi realizado com solugdes
de HCl e NaOH nos pH 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11. No inset esta a relagdo entre o valor de tensdo no ponto
de Dirac pelo pH. Vep = 100 mV.

Este resultado esta de acordo com os da curva de gate, pois, como a tensdo de gate era igual
a 100 mV, nesta regido a condutividade do grafeno diminui com a aumento do pH. Além disto, ha
um atraso de 1 minuto 30 segundos entre a adicdo da solu¢do de PBS e a mudanca da corrente no
dispositivo. Este atraso ¢ o tempo que a solugdo leva para percorrer o tubo que liga a seringa ao canal
no dispositivo.

A tensdo de gate no ponto de Dirac poderia ser muito mais proximo de zero do que os valores

observados ao longo do trabalho. A razdo para esta diferenca ¢ provavelmente devido a um efeito de
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dopagem no grafeno, induzida principalmente pelo substrato ou pela contaminagdo da superficie do
grafeno no processo de fabricagdo do dispositivo.

Em um segundo experimento, foram medidas a curva Irp X Vg com um fluxo de PBS, com
diferentes pH, pelo canal. Os pH foram de 6-8 variando 0,3 valores de pH. O fluxo de PBS foi ajustado

em 15 pL/min (Figura 24).
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Figura 24 — Grafico das curvas para solu¢do com pH 6-8. O experimento foi realizado com solucdes
de PBS ajustado aos pH 6,0; 6,3; 6,6; 7,0; 7,3; 7,6 ¢ 8,0. No inset esta a relagdo entre o valor de tensdo
no ponto de Dirac pelo pH. Vip =100 mV e PBS 150 mmol/L.

No inset da Figura 24, tem-se um coeficiente angular da curva de 26 mV/pH, um valor
préoximo ao encontrado na literatura (ANG et al., 2008; SOHN et al., 2013).

Em um outro dispositivo, confeccionado para medir pH, escolheu-se uma tensao Vp, fixou-
se uma tensdo Vg e foi monitorada a corrente /rp enquanto o pH das solu¢des no canal era alterado.
Foi escolhido uma tensdo Vrp de 100 mV, uma tensdo Vg de 100 mV e o fluxo de solug¢do ajustado

em 15 pL/min. No momento em que o PBS na seringa atingia um valor menor que 50 pL, uma nova
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solucdo com pH diferente era adicionada. A Figura 25 contém o resultado da medida. Os valores no

grafico indicam o momento em que o PBS foi adicionado ¢ o seu respectivo pH.

]9,6 T | T I T I T T T I T

I, (LA)

Tempo (min)

Figura 25 — Grafico do resultado da variagdo da corrente em fung@o do tempo. A tensdo de fonte-dreno
e tensdo de gate eram fixas em 100 mV para ambas. As setas indicam o momento em que um novo PBS
com pH diferente ¢ adicionado.

Simulagdes computacionais mostraram que, em solug¢do aquosa, fons OH™ e fons H3O" estdo
mais localizados na interface hidrofobica, que ¢ o caso do grafeno/agua. Isso ocorre porque quando
uma molécula de dgua polar perde ou ganha um préton, a carga adquirida estd localizada fora do
centro em relacdo ao O, assim, o0 comportamento tipo-surfactante dos ions ¢ uma consequéncia direta
da assimetria da sua distribui¢do de carga (COLE; ANG; LOH, 2011; KUDIN; CAR, 2008; MUNZ
et al., 2015). Além disso, ja fora mostrado que a interacdo entre o dipolo permanente do OH™ e a
superficie da 4gua ¢ o mecanismo dominante de adsor¢cdo em interfaces hidrofobicas (ZANGI;
ENGBERTS, 2005). (Figura 26 a).

Alguns trabalhos vém mostrando que o grafeno ¢ sensivel a mudangas de pH no ambiente

aquoso no qual ele estd imerso. Apesar de poucos trabalhos e estudos a respeito do grafeno como um
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sensor pH, avangos no entendimento deste mecanismo tém sido alcangados. Logo, essa mudanga com
o decréscimo da corrente com o aumento do pH pode ser explicada pela mudanga em uma diregdo

horizontal do grafico de tensdo de gate (Figura 26 b).
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Figura 26 — Formacio da bicamada que induz cargas no grafeno devido a organizagio dos ions de OH~
e H;O" na interface grafeno/solugdo. A adsor¢do de OH  induz buracos no grafeno, dopando-o tipo-p
(a), com isso a curva de gate se transloca para direita do eixo de VG (b), indicando uma transferéncia de
elétrons do grafeno para a solugdo.

E provavel que ions OH™ tém uma melhor organizacio na interface grafeno/agua e, portanto,
induzirem mais buracos no grafeno, devido a interagcdo dos elétrons no orbital px do oxigénio no OH™
e o orbital p, (orbitais moleculares ) do grafeno (ANG et al., 2008).

Outros fons, como Na" e CI', por exemplo, ndo se organizam de tal forma na interface. O Na*
sofre solvatacdo pelas moléculas de 4gua e ficam dispersos na solu¢do. O Cl™ apesar de também se
concentrar proximo a interface, permanece mais distante do mesmo em comparacdo com ao OH™ e
H30" em solugdes sem altas concentragdes de ion cloreto (COLE; ANG; LOH, 2011). Dessa forma,
o grafeno é mais sensivel as concentragdes de OH™ e H30", cuja maior concentragdo desses fons é

proximo a interface.
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Assim, a formagdo da bicamada de cargas induzidas devido a organizacdo dos ions na
interface grafeno/agua leva a uma dopagem do grafeno. A adsor¢do de OH™ induz buracos no grafeno,
dopando-o tipo-p. Ja a adsor¢do de H3O" induz a passagem de elétrons para o grafeno, dopando-o
tipo-n. No entanto, alguns defeitos no grafeno que foram criados durante a fabricagdo do dispositivo ou
mesmo da transferéncia para seu substrato podem ser os responsaveis pela sensibilidade ao pH. Estes
defeitos criam grupos quimicos reativos na superficie do grafeno que podem interagir com ions da solugdo

eletrolitica e suscitam a resposta dos GFETs ao pH do meio (FU et al., 2011).

4.4 Caracterizacao da Funcionalizacao

A funcionalizagdo consiste em imobilizar moléculas no grafeno, com o intuito de criar
condicdes para que o mesmo detecte biomarcadores. A fixagdo destes componentes pode promover
defeitos, transferir cargas para o grafeno e, portanto, mudar algumas de suas propriedades elétricas,
por exemplo, o minimo de condutividade (CNP) e a mobilidade elétrica. Com a finalidade de estudar
e caracterizar essas possiveis mudangas nas caracteristicas do grafeno medidas de curva Irp x Vg
foram realizadas.

O processo de caraterizacao utilizado consiste em realizar uma curva Irp X Vg para cada etapa
de funcionalizacdo: grafeno sem funcionalizagdo, grafeno com um /inker e uma proteina. A proteina
escolhida para esta etapa foi a albumina sérica humana (HSA), abundante no plasma humano, sem
nenhum residuo de carboidrato em sua forma fisiologica e com ponto isoelétrico de 5,3 (KRAGH-
HANSEN, 1981). Como ela ¢ uma proteina que possui alta capacidade de manter a conformagao
original em uma miriade de microambientes quimicos, ela ¢ considerada uma proteina muito
interessante para os estudos de imobilizacdo e detec¢do de biossensores do tipo FET.

Ao se adicionar o /inker PBSE ao grafeno, hd uma mudanga do CNP na curva Irp X Vg,

indicando que o PBSE, por possuir o grupo succnimidil é capaz de capturar elétrons da superficie do
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grafeno, induzindo buracos neste e fazendo uma dopagem do tipo-p. Um fato interessante ¢ que a
HSA tem um ponto isoelétrico de ~5,3, abaixo do pH do tampao fosfato, que ¢ de 7,4. O pl de um
peptideo € o ponto de pH onde o somatdrio de cargas totais ¢ nulo e valores de pH acima deste ponto
causam um excesso de cargas negativas no peptideo, deste modo, a HSA em pH 7,4 encontra-se
carregada negativamente. Essas cargas na proteina causam um aumento de elétrons no canal de
grafeno, tornando-o dopado tipo-n. Os resultados indicam que o PBSE ¢ um bom agente de
funcionalizacdo do grafeno, pois consegue se fixar ao grafeno, assim, pode-se afirmar que a
funcionaliza¢dao do grafeno foi efetiva, pois as moléculas de fato se ligaram ao grafeno sem grandes

alteragcOes em suas propriedades elétricas. A Figura 27 contém o resultado destas medidas.
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Figura 27 — Grafico das curvas de gate em diferentes etapas da funcionalizag¢do. A funcionalizag¢do do
grafeno com o PBSE promove uma dopagem tipo-p no grafeno. A funcionalizacdo do grafeno com
PBSE+HSA, promove uma dopagem tipo-n no sistema, fazendo com que a mobilidade elétrica volte
para valores proximos as do grafeno sem funcionalizagdo. Vep = 100 mV.

Imagens de microscopia de fluorescéncia foram feitas na presenca e auséncia de PBSE. A

HSA adicionada ao grafeno se liga a este formando aglomerados em sua superficie (Figura 28 a). As
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interacdes hidrofobicas ajudam na adesdo de proteinas ao grafeno (OHNO et al., 2009). Essas
interagdes, no entanto, sdo fracas e facilmente rompidas. Com a utilizagdo de um linker, apenas as
proteinas ligadas covalentemente a este, permanecem proximas ao grafeno, reduzindo a aglomeracao
e forcando que o anticorpo interaja com a HSA dentro do limite do comprimento de Debye (Figura
28 b). Nos ensaios com PEG-6000 funcionando como controle negativo, mostra que a adigdo do
linker evita que espagos no grafeno fiquem disponiveis ao anticorpo, que poderia interagir com o

grafeno, causando um ruido na medida e um falso positivo no resultado (Figura 28 c e d).

Figura 28 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de ldminas de vidro decoradas com albumina e
PEG-6000. Em (a) HSA diretamente no grafeno, mostrando pontos de aglomeragdo em sua superficie.
Em (b) PEG-6000 diretamente no grafeno, mostrando poucas regides onde o anticorpo anti-HSA aderiu
ao grafeno. Em (c), com a adi¢do de PBSE, a HSA se distribui majoritariamente uniforme ao longo da
superficie do grafeno, com baixa densidade de proteinas. Em (d) PEG-6000 PBSE, mostrando quase
nenhuma regido onde o anticorpo anti-HSA aderiu ao grafeno.
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Os anticorpos sdo grandes moléculas volumosas que possuem afinidade efetiva pelo antigeno
quando em uma fase solida determinada pela sua orientagdo e pela cobertura que fazem em uma
superficie (CHAMES et al., 2009). Além disso, os anticorpos tém dois sitios de ligacdo que
introduzem um equilibrio ligante-receptor extra. Para conseguirmos aumentar a interacao ligante-
receptor, exploramos os efeitos da cobertura superficial com concentracoes em massa. Para
anticorpos conjugados através de ligacdes covalentes sem espacador, a ligacao anticorpo-fase solida
tem um comportamento linear em baixa cobertura de superficie para entdo atingir um limite de ligagao
em altas concentragdes de anticorpo (SAHA; EVERS; PRINS, 2014). Um ponto importante ¢ que
nessas experiéncias os anticorpos foram imobilizados em orientacdes aleatorias, sugerindo que a
aglomeracao de superficie (molecular crowding) ¢ um dos principais fatores que afetam a ligacao do
anticorpo. A inclusdo de um espacador melhora grandemente a quantidade de ligante-receptor
formados e ha uma melhora na capacidade de captura de antigenos em fungao da cobertura superficial
(ZHAO; MATSUI, 2007). Embora os anticorpos nao possam se desprender quando ligados
covalentemente, a fase solida, no caso o grafeno, pode causar uma reorganiza¢do na superficie
otimizando o niumero de antigenos ligados e a configuragao do espagador-anticorpo. Isso significa
possuir as condigdes para um equilibrio termodinamico, resultante da interagcdo entre a diminuicao da
energia livre de ligagdo e os efeitos do molecular crowding (MALASPINA; LONGO; SZLEIFER,
2017).

A partir da andlise das imagens da Figura 28, fica claro o papel da funcionaliza¢do com écido
piernobutanoico succinimidil éster para a conjugac¢do uniforme e de elevada densidade de proteinas
sobre grafeno CVD. Além disso, a imobilizagdo sobre o grafeno se mostrou extremamente estavel,

onde ndo se observou a lixiviacdo destas apds sucessivas etapas de lavagem.
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4.5  Caracterizacio topografica

Uma analise de microscopia de for¢a atdmica foi realizada para se visualizar a distribuicao
em nivel nanométrico do conjunto PBSE ¢ HSA. Percebe-se que o grafeno sem nada tem uma
superficie bem regular ¢ sem grandes alteragdes do relevo (Figura 29 a). J4 com o grafeno
funcionalizado, ha grandes alteracdes do proprio relevo e com alturas condizentes com os tamanhos
aproximados da albumina humana, de aproximadamente 24,7 + 0,35 A, formando pequenos
aglomerados em alguns pontos (Figura 29 b) (KISELEV et al., 2001).

As imagens do mapa topografico em 3D (Figura 28 c-d), assim como o perfil topografico,
comprovam que uma elevada densidade de proteinas foi imobilizada na superficie do grafeno. Porém,
¢ possivel visualizar que a imobilizacdo ocorreu de forma uniforme, praticamente como uma
monocamada e onde regides de aglomeragao ou sobreposicao sao escassas.

Na figura 29 e esta registrado o perfil topografico relativo a figura 3 a-b, evidenciando pouca
varia¢ao do relevo quando o grafeno ndo esta funcionalizado e modificagdes no perfil quando a

funcionalizacao com HSA ¢ feita.
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Figura 29 — Microscopia de for¢a atdomica do grafeno funcionalizado e ndo funcionalizado com
PBSE+HSA. Em (a) microscopia de for¢a atomica mostrando area de grafeno sem proteina e ndo
funcionalizado. Em (b) area do grafeno funcionalizado e com grafeno, exibindo uma distribui¢do quase
uniforme de albumina e alguns pontos de maior relevo. Em (¢) perspectiva de relevo do grafeno sem
HSA+PBSE e em (d) com HSA+PBSE. Em (e), grafico do perfil de relevo de (a) e (b).



RESULTADOS E DISCUSSAO 74

4.5.1 Resposta elétrica pos-funcionalizacdo

Para se avaliar a acapacidade do grafeno responder a mudancgas provocadas por cargas em sua
superficie apos a funcionalizagdo, uma analise do método de Ellman para a acetilcolinesterase foi
realizada. A acetilcolinesterase foi aderida a uma fita de grafeno pelo método de funcionalizagdo ja
descrita por linker. O grafeno foi transferido para um substrato de SiO»/Si limpo, sem litografia. A
area de reagdo foi delimitada por uma piscina de PDMS, o sobrenadante gerado no ensaio foi
recolhido e lido em espectrofotometro Varioskan® na faixa de 405 nm. O ensaio mostrou que hd mais
moléculas de AChE na superficie do grafeno sem PBSE, assim como no experimento anterior. Ainda
existe uma atividade quando o /inker ¢ adicionado antes, mas ela € menor. Nos experimentos controle,
foram adicionados o substrato acetiltiocolina e o reagente de Ellman sem a enzima, e na ultima apenas
o reagente de Ellman (Figura 30). Isso demonstra que o PBSE ¢ eficaz na adesao da acetilcolinesterase
e ndo elimina sua atividade catalitica e que o substrato da enzima nao interage com o linker e nem

outras moléculas cujas estruturas nao possuem amina primaria.

0.9 s AChE
08 = ATCh
=DTNB
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Figura 30 — Grafico da absorbancia em 294 nm para a acetilcolinesterase no grafeno. Em azul, AChE
foi adicionada ao grafeno com e sem PBSE. Em vermelho foi adicionado apenas ATCh (acetiltiocolina)
e DTNB (reagente de Ellman), sem AChE, para verificagdo da hidrdlise espontanea do substrato
presente ou ndo. Em verde, apenas o DTNB, para verificagdo de sua hidrdlise espontanea. Virtualmente
nao hé a presenca dos sinais de ATCh e DTNB na presenca de /inker.
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4.6 Sensor de acetilcolina

O sensor de acetilcolina, consiste em utilizar o dispositivo funcionalizado com o linker
(PBSE) e a enzima acetilcolinesterase ligada ao linker. A acetilcolinesterase, ao entrar em contato
com a acetilcolina, consegue clivar a acetilcolina resultando nos produtos colina mais acido acético

o que reduz o pH da solucdo (Figura 31).
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Figura 31 — Clivagem da acetilcolina pela acetilcolinesterase.

Com o grafeno funcionalizado com PBSE e AChE, uma medida da resisténcia foi feita para
averiguar as condigdes do contato grafeno/ouro. Uma tensao de Vrp foi aplicada, de -100 mV até 100
mV e novamente verificamos que o contato ¢ 6hmico, agora com uma resisténcia de 4 kQ.

Assim, estabelecido as condigdes de contato, uma tensao Vg foi fixada em um ponto onde a
curva Irp X Vg possui a maior inclinagdo, ou seja, maior mobilidade dos portadores de carga. Esta
escolha tem como base que ¢ neste ponto onde a condutancia ¢ mais sensivel a modificagdes de
dopagem no grafeno.

No ensaio para detectar a reagdo da acetilcolinasterase, foi mantido um fluxo de tampao
fosfato salino 0,15 mol/L em 20 pL/min, com o valor de Vrgp= 10 mV e um tensdo de gate de -50 mV
(maior inclina¢do da curva). Em um determinado momento a solu¢do de PBS foi adicionado PBS +

acetilcolina 3,33 mmol/L, em seguida PBS (Figura 32).
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Figura 32 — Grafico corrente por tempo do sinal especifico da catalise pela AChE. Indicado no grafico
as inser¢des de proteina Ig (ndo-especifica), acetilcolina 3,33 mmol/L e PBS, lavando o sistema, em
cada uma das setas.

No ensaio foi averiguado a seletividade do sistema. Com o biossensor mantido na
configuragdo anterior, foi adicionado no canal PBS + IgG anti-HSA (3,33 mmol/L), proteina que em
principio ndo reage com acetilcolinesterase. Pode-se notar que nao € observado nenhuma mudanga
consideravel na corrente no dreno. Com a adi¢do de PBS + acetilcolina 3,33 mmol/L apds o sistema
alcancar uma estabilidade, a catélise promovida acetilcolinesterase mostrou que a medida de corrente
por tempo se altera a medida que ha um acréscimo de acetilcolina ao sistema. As alteragdes podem
ser devidas a formagdo dos produtos da catéalise enzimatica, originando H3O" e este altera as cargas
sobre a superficie do grafeno. O ensaio com a adicdo de PBS apds a catdlise promovida
acetilcolinesterase mostrou que o sistema consegue retornar para seu estado inicial.

Apos a injecdo de substrato pela seringa, hd uma diminui¢do no valor na corrente decorrente

da modificacdo da condutancia do grafeno, porém o valor permanece inalterado por algum tempo,
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por volta de 15 minutos. Isso se deve a enzima alcancar o estado estacionario nos tempos iniciais,
desse modo, a velocidade da reagdo se mantém constante e paralela a linha base, até que ocorra a
adicdo de mais substrato ou o completo consumo deste (HORN ez al., 2018).

Experimentos sequenciais com adi¢do de concentragdes variadas de acetilcolina permitiram
visualizar a cinética da enzima acetilcolinesterase (Figura 33). Ao se comparar o ponto de
condutividade minima com as concentracdes de acetilcolina inseridos no canal de PDMS, verifica-se
uma relag¢do hiperbolica, assim como Michaelis-Menten (Figura 33 inset). Isso indica uma saturagao
da cinética das enzimas adsorvidas no grafeno, o que ndo permite uma maior formagdo de H3O",

refletindo no plato observado.
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Figura 33 — Grafico das curvas para cinética catalitica de AChE. Diferentes concentragdes de
acetilcolina foram utilizadas para avaliar o perfil catalitico da enzima AChE. No inset esta a relagao
entre o valor de tensdo no ponto de Dirac pela concentragdo de acetilcolina, exibindo uma curva cinética
hiperbolica similar a Michaelis-Menten.
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Os resultados obtidos mostram que a funcionalizacdo do grafeno com PBSE e
acetilcolinesterase ¢ eficiente para o sensoriamento da acetilcolina. Este sensoriamento ¢ feito
indiretamente, pois o que se mede ¢ a mudanga de pH da solucdo, induzida pela quebra da acetilcolina.

O efeito da acdo enzimatica pode ser visualizado pela formacao de acido, que ¢ ionizado em
pH 7,0, o qual foi utilizado em todos os experimentos com a enzima. Os experimentos demonstram
que, apesar de ligada ao PBSE, a AChE continua ativa, fazendo a quebra da acetilcolina. Com isso,
hd um aumento da concentragdo de ions H, que leva a diminui¢do do pH da solugdo, alterando a
dopagem do grafeno, modificando o numero de cargas que se localizam na interface do
grafeno/solugdo, de forma similar a observada com a mudanga de pH, o que corrobora o fato do
grafeno ser um sensor de pH.

Pode-se presumir que a acetilcolinesterase estd imobilizada ao grafeno pelo /inker, com isso,
os produtos formados pela quebra da acetilcolina (colina + acetato) se difundem pela solucao. A partir
dos pressupostos do estado-estacionario, toda enzima entra em uma fase estacionaria, onde a
velocidade de formagao de produto se mantém constante ao longo do tempo, essa fase pode ser bem
visualizada pelo platé observado logo apds a adigao continua de acetilcolina (PUTZ; LACRAMA;
OSTAFE, 2006). Isso indica que a metodologia com grafeno pode ser bastante util para estudar
cinética enzimatica e os efeitos que algumas substancias podem ter de inibir a atividade enzimatica.
Isto abre a possibilidade de desenvolver um sensor de glifosato, que pode interagir com essa enzima,

alterando sua fun¢ao (GLUSCZAK et al., 2006; MENENDEZ-HELMAN et al., 2012).

4.7 Deteccido albumina humana

O nosso GFET foi capaz de detectar mudancgas do pH das solucdes, deste modo, o dispositivo

foi em seguida avaliado se como sensor de albumina humana. Neste experimento, o grafeno foi
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sensibilizado com a HSA e o anticorpo anti-HSA foi adicionado na solu¢do para ser capturado pela
albumina.

Para verificar se ha detecgao do anti-HSA, utilizamos o sistema de fluxo continuo com auxilio
da bomba de passo, onde foi criado um fluxo de PBS de 20 puL/min, a tensdo de Vep fixada em 100
mV e a tensdo Vg em -75 mV. Neste modelo, monitoramos apenas a corrente no dreno. A corrente
foi deixada estabilizar por 8 minutos, quando a solugdo de PBS 0,15 mol/L adicionamos o anti-HSA
na concentracao de 3,33 umol/L. Foi permitida a estabilizacdo do sinal elétrico por 8 min e, ao final
deste periodo, adicionamos novamente uma solugdo com anti-HSA 6,66 umol/L e deixada até nova
estabilizacdo da corrente. Apos isso, adicionamos solucdo de anti-G.A.M (anti-human polyvalent
IgG, IgA, IgM from rabbit, Sigma® [8010) como anticorpo nao especifico, na concentragao de 3,33
umol/L. Apos trés adigdes sucessivas interpassadas por 8 min, adicionamos PBS 0,15 mol/L somente.

O resultado obtido ¢ exporto na Figura 34.

69
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Figura 34 — Resultado da medida do biossensor, com as setas indicando o momento em que as solu¢des
anti-HSA (vermelha), apenas PBS (preta) e anticorpo ndo-especifico (verde) foram inseridas no sistema.
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Na segunda adi¢do de PBS, a corrente ndo retorna ao valor anterior. Isto ¢ devido ao fato de
que o HSA se liga fortemente com a anti-HSA e esta ligagdo ndo ¢ facilmente desfeita, uma ligacao
alta afinidade. O valor da corrente se assemelha aquela apos a primeira adi¢do de anti-HSA. Também
foram realizadas medidas para verificar se o dispositivo ¢ seletivo. O procedimento ¢ semelhante ao
descrito anteriormente, porém foi adicionado PBS + anti-G.A.M humano, como visualizado na Figura
34. A figura mostra que houve uma pequena mudanga na corrente /rp que indica uma possivel
interacdo da proteina anti-G.A.M humano com regides ainda exposta do grafeno ou do PBSE,
possivelmente porque o procedimento de bloqueio pode nao ter sido efetivo ou houve ligagao
inespecifica entre o anticorpo anti-G.A.M. e a albumina. Como essa interagao ¢ fraca, foi facilmente
rompida pelo fluxo de tampao, mostrando a avidez dos anticorpos pela ligagdo ao antigeno. Esta
interacdo, anti-G.A.M humano com o grafeno, pode ter dopado o grafeno momentaneamente ou
adicionados defeitos no mesmo, mudando sua condutividade.

Os resultados obtidos demostram que o dispositivo foi capaz de detectar a proteina desejada.
Entretanto, tal dispositivo ndo pode ser reutilizado, pois a ligagdo HSA/anti-HSA nao ¢ facilmente
desfeita. Observamos que, ao retornar o fluxo de PBS apenas, a corrente ndo volta a valores iniciais,
indicando que este método de lavar ndo ¢ eficiente. Os sitios de ligagao continuam ocupados. Tal
observagao ¢ importante para salientar a especificidade e seletividade do sistema para a detecgao de
uma molécula-alvo.

Fizemos, também, medi¢do variando a concentracdo de HSA, onde com o aumento da
concentragdo de HSA no meio, a voltagem do ponto de Dirac sofreu mudancas na diminui¢do nos
valores de corrente entre fonte e dreno (Figura 35). A razdo para este fendmeno de resposta do GFET
em funcdo da HSA adicionada pode estar relacionada na diminui¢ao da capacitancia da dupla camada
na interface do grafeno. Com o aumento de anti-HSA no sistema e a sua ligacdo a HSA aderida ao

grafeno, houve um aumento da resisténcia elétrica e consequente diminui¢do da corrente, deslocando
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o potencial para valores menores. O inset da Figura 35 mostra a relagdo entre a voltagem do eletrodo
de gate no potencial do ponto de Dirac em fun¢do da concentracdo de HSA no meio. Na figura ¢
possivel visualizar que o valor mais baixo de HSA testada, de 1,5 nmol/L, foi capaz de induzir
mudangas no ponto de Dirac. Pode-se observar, também, que valores de concentragdo acima de 1,0
umol/L ocorre uma estabiliza¢do do potencial, provavelmente pela saturagdo de ligantes na superficie
do grafeno.

Podemos deduzir que o GFET produzido pela metodologia de /inker PBSE se mostrou
sensivel a imobilizagdo e deteccdo de HSA e que o sensor pode ser adequado para detectar
concentragdes abaixo de 1 nmol/L. Esta seletividade ¢ muito importante para uma plataforma de
deteccdo de alta especificidade, ndo sofrendo grandes alteragdes na corrente na presenga de uma
proteina a qual nao deveria haver interagcdo entre o anticorpo anti-HSA, mas alterando a corrente na

presenca do antigeno especifico, a HSA.
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Figura 35 — Grafico de todas as curvas Irp X Ve para varias concentragdes de anti-HSA adicionadas ao
canal de grafeno. As curvas com mesma concentragdo foram separadas por conjunto de cores,
visualizadas quase que sobrepostas. No inset, grafico mostrando o valor do ponto de Dirac com o
aumento da concentra¢do de HSA.

4.8 Caracterizacio da sintese de AFB;-N’"-Guanina

A aflatoxina B; conjugada com guanina foi obtida pelo protocolo de Vidyasagar e
colaboradores (1997). No processo, alguns produtos secundérios sdo obtidos e podem ser separados
por cromatografia do aducto de guanina desejado (VIDYASAGAR; SUJATHA; SASHIDHAR,
1997). A fragdes iniciais do ensaio de cromatografia (5 a 10 min) que possui estes produtos
indesejados presentes na fase liquida, que ndo tem quantidades suficientes de AFB;-N’-Gua, foram
separados para teste de especificidade do sistema de medi¢do. Em cromatografia liquida com o uso
de uma coluna de fase reversa foi possivel extrair e separar o aducto de aflatoxina e identificar a
presenca de inimeros intermedidrios da reacdo na fase liquida (Figura 36 a). J4 na fase organica, ¢

possivel extrair o aducto AFB;-N’-Gua, juntamente a uma pequena quantidade de di6is de AFB;
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(Figura 36 b). As fragdes correspondentes ao pico maior foram escolhidas para os testes seguintes e
para ensaio em espectrometria de massas.

Ensaio de espectrometria de massas (MALDI-TOF) confirma a presenca de um composto com
razAo massa/carga de 478,69, o que é relativo & AFB;-N’-Gua, na Figura 37, como observado em
outros estudos em condigdes idénticas (MARZILLI et al., 1998). A massa monoisotdpica definida do
composto aflatoxina B1-N’-guanina é de 479,108 g/mol (NHS, 2019). H4 um pequeno aglomerado
presente com massa proxima, mas que nio puderam ser purificados via cromatografia. E possivel que
estes compostos sejam oriundos da degradagio espontanea de AFB;-N’-Gua em 4gua ou na matriz
utilizada para o ensaio, tal como a forma aberta do anel imidazolico da guanina, chamado de AFB;-

N’-FAPY (formamidopiridina) (BARAJAS et al., 2017; MARZILLI et al., 1998).
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Figura 36 — Cromatografia em fase reversa das fases organica e aquosa da reacio de sintese de AFB;.
Na imagem (a) esta a fracdo aquosa, tampao fosfato, onde ¢ possivel observar tanto diois e ésteres de
AFB; quanto o aducto de AFB;-guanina. Na imagem (b), pico de AFB;-N"-Gua da fase organica, apos
um passo de separacdo. Ensaios de HPLC em C-18 com fluxo de 1,0 m{/min da fase mével e leitura a

360 nm.
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Figura 37 — Espectrometria de massa da fragio organica separa de AFB;-N’-Gua. Ensaio de MALDI-
TOF onde é possivel observar composto com m/z de 478,69, proximo a massa monoisotopica de AFB;-
N’-Gua.

4.9 Caracterizacio optica do reconhecimento do anticorpo anti-AFB-N"-Gua

Um ensaio de microscopia de fluorescéncia foi realizado com o intuito de avaliar a capacidade
de reconhecimento dos anticorpos adquiridos anti-AFB;-N’-Gua contra seu antigeno. Neste teste,
pequenas amostras de 1 x 1 cm de grafeno foram sensibilizadas com volumes que cobriam toda a
superficie deste com diferentes moléculas, todas ligadas diretamente ao grafeno. Em uma primeira
amostra, utilizamos 1% de polietilenoglicol 6000, em outra foram adicionadas as fracdes da
cromatografia contendo moléculas secundérias da sintese que ndio AFB;-N’-Gua e em outra amostra
foi adicionada a fragdo contendo AFB;i-N’-Gua. Em seguida, 50 pg/mL de anticorpos anti-AFB;-N’-
Gua marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) foram adicionados ao grafeno e lavados com
PBS 0,15 mol/L. Como resultado, ¢ possivel observar que o bloqueio de PEG se mostra eficiente em
impedir a ligag¢do dos anticorpos ao grafeno (Figura 38 a). As fragdes da fase liquida da cromatografia
que ndo possuiam AFB;-N’-Gua ndo reagem de maneira significativa com os anticorpos especificos

(Figura 38 b). Porém, ao se realizar o ensaio com a AFB;-N’-Gua sensibilizada ao grafeno, é possivel
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perceber a ligacdo dos anticorpos marcados com FITC e sua distribui¢ao ao longo do grafeno (Figura

38 ).

Figura 38 — Ensaio de microscopia de fluorescéncia com grafeno CVD na presenca de AFB-N’-Gua e
produtos secundarios da sintese. Em (a) microscopia de fluorescéncia com grafeno CVD apenas com
bloqueio de PEG-6000. Em (b), grafeno sensibilizado com produtos secundérios da sintese de AFB;-
N’-Gua. Em (¢), grafeno sensibilizado com fragdo cromatografica com AFB;-N’-Gua.

4.10 Ensaio de deteccao de aflatoxina

Apos a determinagdo que a funcionalizagdo via molecular crowding, na seccdo 4.4, e da
sensibilidade dos anticorpos ao antigeno a ser estudado, na sec¢do anterior, realizamos os mesmos
procedimentos de imobilizagcdo de anticorpos e bloqueio para que, em seguida, realizdssemos o

imunoensaio com AFBi-N’-Gua.
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Para verificar se ha deteccdo da aflatoxina e especificidade almejada, realizamos ensaios com
varias curvas Irp X Vep intercaladas entre si por um periodo de trés minutos. Foram feitas varias
adigdes de diferentes substancias que poderiam modificar o sinal e interferir na sensibilidade do
grafeno. Foram utilizados o tampdo fosfato salino 1,5 mmol/L, subproduto da sintese de AFB;-N’-
Gua nao identificado retirado da fase orgénica da extragdo, aflatoxina B e o aducto aflatoxina B;-

N’-guanina. Este ensaio realizado ao longo do tempo teve a tensdo de canal fixada em 100 mV.
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Figura 39 — Medida ao longo do tempo do ponto de Dirac do sensor de grafeno com a detecgdo
especifica de AFB;-N’-Gua. Em cada uma das regides nomeadas significa a medida da curva Vg x Irp
na presenca do analito indicado.

Na Figura 39 sdo visualizados todos os valores minimos de corrente para as curvas Vg X Irp
repetidos durante 80 minutos em que foram inseridos varios componentes a fim de perturbar o sistema
e evidenciar uma resposta seletiva. Os intermediarios da sintese que foram adicionados ndo causaram

grandes modificag¢des a corrente, visto como os pontos até o minuto 40, quando apenas o conjugado
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de AFB;-N’-Gua foi capaz de interagir com o anticorpo especifico e modificar as propriedades
elétricas do grafeno. Estes intermediario e subprodutos, ja descritos, causam mudangas no ambiente
quimico, mas insuficientes para serem detectadas pelo grafeno. O mecanismo de detec¢do de AFBi-
N’-Gua pode estar relacionado aos efeitos de dopagem por cargas no grafeno quando a molécula se
liga ao seu anticorpo e fica dentro do comprimento de Debye.

Para verificar a proporcionalidade entre a resposta do anticorpo com a AFB;-N’-Gua, foi
realizado adi¢des de AFB-N’-Gua com concentracdes crescentes ao sistema, sem fluxo e situagdo
estatica ao longo do tempo. Com isso fizemos vdrias curvas de Vg % Irp intercaladas pelo espaco de
2 min. Na Figura 40 sdo observadas as curvas de Vg x Irp para varias concentragdes adicionadas de
AFB;-N’-Gua. Quando foram plotados valores de corrente Irp normalizados pela corrente na
concentragio de 0 nmol/L (Alrp) em funcdo da concentragio de AFB;-N’-Gua, foi possivel visualizar
uma linearidade com as concentragdes definidas no teste anterior, como visto na Figura 41. Nesta
faixa de concentragdo, a relagdo do valor minimo da corrente com a concentracao mostra-se linear
com um R? de 0,948. Ainda que as concentragdes utilizadas ndo fossem muito baixas, este
experimento funcionou como piloto para indicar a capacidade de o sistema detectar quantidade
pequenas de AFB;-N’-Gua em solugio aquosa. Neste perfil linear ainda nio foi possivel visualizar a

saturagdo dos anticorpos fixados no grafeno e o limite minimo de detec¢do do dispositivo.
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Figura 40 — Curvas curva Irp X Vg no chip de grafeno com AFB;-N"-Gua. Concentragdes crescentes
de AFB;-N"-Gua sdo observadas da esquerda para a direita. PBS = 10 mmol/L.
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Figura 41 — Relacio linear entre concentragdo de AFB;-N’-Gua e o ponto minimo de corrente (Ponto
de Dirac) para as diferentes concentracdes testadas.
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Dentro da quimica analitica, o limite de detec¢do (Lp) ¢ a menor quantidade de uma substancia
que pode ser distinguida de sua auséncia (um valor de branco) com um nivel de confianca declarado
geralmente 99% (TAYLOR, 1987). Isso significa que Lp ¢ dependente da imprecisdo do processo
analitico. O limite de deteccdo ¢ estimado a partir da média do branco, o desvio padrao do branco e
algum fator de confian¢a. O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publicou o guia
EP17 de Protocolo para Determinacdo de Limites de Quantificagdo e Deteccao (CLSI, 2012). A
intengdo ¢ definir a menor concentragdo de um analito que pode ser detectado sem um viés (bias) ou
imprecisao do resultado de um ensaio e que pode ser obtida com uma resposta linear.

A maneira mais tradicional de se obter o Lp consiste em medir replicatas de um calibrador
zero ou amostra em branco, determinar o valor médio e o desvio-padrao e calcular o Lp como a média
+ 2 desvios-padrdes. Variagdes dessa abordagem utilizam a média + 3 ou 4 ou até 10 desvios-padroes
para fornecer um Lp mais conservador. A fundamentagdo tedrica € que, se o analito estiver presente,
ele produzird algum sinal maior que o ruido analitico, o branco. O ponto fraco desta aproximacgao ¢
que ndo ha evidéncia objetiva para provar que uma baixa concentragao de analito realmente produzira
um sinal distinguivel de uma amostra em branco, i.e., concentracdo zero (SHRIVASTAVA; GUPTA,
2011). A mesma publicacao (CLSI, 2012) define o limite de quantificagdao (Lg) como a concentragao
mais baixa na qual o analito pode ser detectado de forma confiavel, com a sensibilidade que resulta
em um coeficiente de variacdo de até 20% e €, portanto, uma medida da precisdo de um ensaio em
niveis baixos de analito (HAY et al., 1991).

Como podemos gerar uma reta com valores de calibracdo, fizemos uso da determinacdo dos
limites baseado no desvio padrao da resposta e da inclinagdo da reta de calibragdo. Essa abordagem
¢ interessante quando o método nao exibe um ruido de fundo, como na analise de pontos discretos de
corrente em funcao da concentrac¢do do analito. Neste trabalho, Lp e Lq foram definidos baseados no

desvio-padrdo da resposta em branco (ssranco) (LITTLE, 2015). Deste modo, podemos dizer:
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Lp = 3,3 Sbranco/a Eq.3

LQ — 10 Sbranco/a Eq.4

Onde a ¢ a inclinacdo da reta ajustada.

Em ensaio posterior, foram adicionadas maiores concentra¢cdes para visualizagdo do
comportamento do sistema até sua saturacao (Figura 42). Também foi realizada sem fluxo e com
volume fixo dentro do arcabougo de PDMS. O ponto de corrente minima obtido das varias curvas de
gate mostraram um comportamento nao-linear até a saturacao de todos os anticorpos aderidos ao
grafeno (Figura 43). Foi utilizado um modelo de ligagcdo simples para caracterizar a interacdo entre

anticorpo-antigeno obtida por sinal elétrico, de acordo a equagao:

Alo = Algp MaxXCANG
FD Kp+CaNG

Eq.5

Onde Alrpmix é a corrente na saturacdo, Cang é a concentracio de AFB;-N’-Gua e Kp a
constante de dissociacdo. Neste experimento, a menor concentragao utilizada foi de 1,5 nmol/L,
porém esta nao pode ser diferida da curva de branco, logo nao ¢ visualizada na Figura 42. Ao se

utilizar a Eq.6, conseguimos visualizar a concentragao onde o sistema entre em saturagao e a resposta

deixa de ser linear (Figura 43).
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Figura 42 — Curvas de Irp X Vi de AFB;-N"-Gua obtidas até a saturagdo do sistema. As concentragdes
sdo crescentes da esquerda para a direita.

Pelo grafico da Figura 43, o sistema comeca a saturar a partir de 250 nmol/L de AFB;-N’-
Gua, com meia-saturagdo a 68 nmol/L. A diferenca entre aos pontos de corrente minima tem valor de
73,38 mV na saturacao. A Figura 43 representa a relagdo entre o valor normalizado do minimo de
corrente e a concentragio de AFB;-N’-Gua em que a experiéncia foi repetida trés vezes e os valores
médios foram usados. Os dados ilustram uma relagdo linear dentro da faixa de 0 a 50 nmol/L com R?
=0,977. O limite de detecgdo de AFB;-N’-Gua foi calculado como definido pelas equacdes 3 e 4, o
que resultou em Lp de 3,26 nmol/L e Lq de 9,88 nmol/L, o que ¢ menor que a concentragao
recomendada de AFB;-N’-Gua (0,05 ppm ou 0,1 mmol/L) (ABDALLAH; BAZALOU; AL-

JULATIFI, 2012).
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Figura 43 — Curva ajustada da diferenca do ponto minimo de corrente em relacdo as concentragdes de
AFB;-N"-Gua. No inset, a curva ajustada ao modelo linear para as concentragdes iniciais de AFB;-N’-
Gua.

A sensibilidade do sensor pode ser definida pela inclinagdo da reta ajustada caracteristica no
intervalo linear, que é de 0,6951 mV/nmol L. Para concentragdes superiores a 50 nmol/L, o
biossensor apresenta desvio da linearidade. A afinidade apresentada pelo biossensor pelo analito
AFB;-N"-Gua ¢ interpretada pelo Kp de 38,63 nmol/L, indicando uma boa afinidade com o analito.
O Kp aparente de anticorpos em geral pelo seu antigeno normalmente abrange os valores de pmol/L.
(LANDRY et al., 2015). As especificagdes apresentadas no certificado de analise para o anticorpo
comercial utilizado neste trabalho (ThermoFischer® MA1-16885) indicam Kp entre 10 a 107!
mol/L. O protétipo desenvolvido permite medir niveis de AFB;-N’-Gua nas concentracdes de 3,6 a
50 nmol/L, equivalente a 1,77 a 23,9 ng/mL, podendo ser utilizado para analisar fluidos biolégicos

de mamiferos expostos a aflatoxina B1.
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Para finalidade de comparagdo, uma revisao de literatura foi realizada (Tabela). Interessante
notar que a maioria dos trabalhos com micotoxinas foca na detecg¢do das substancias em alimentos,
principalmente graos (EIVAZZADEH-KEIHAN et al., 2017). Vérios estudos ja demonstraram que a
atividade carcinogénica da aflatoxina B est4 correlacionada com a formacdo de aductos de DNA
formados in vivo (PATERSON; LIMA, 2010). Tanto os niveis AFB-N’-Gua e aflatoxina B;-HSA

em urina correlacionam-se bem com a ingestao dietética de aflatoxinas (JAGER et al., 2016).

Tabela — Comparativo entre diferentes sensores de aflatoxina em fluidos humanos

Limite de

Tipo de dispositivo Analito quantificacdo Referéncia
Surface Acoustic Wave (SAW) AFB-BSA 1,4-12,7 ng/mL (PUIU et al., 2015)
Love wave SAW (LW-SAW) AFB;-BSA 1,4-4,8 ng/mL (PUIU et al., 2015)
LC-ESI/MS/MS AFB;-N"-Gua 0,04-1,25 pg/mL.  (EGNER et al., 2006)
LC-MS AFB;-N"-Gua 0,85-1,70 ng/mL.  (EDIAGE et al., 2012)
GFET AFB;-N"-Gua 1,7-23,9 ng/mL Este trabalho

A tabela comparativa mostra que o GFET produzido neste trabalho possui sensibilidade
proxima a outros sensores ja estudados para AFB; apenas (PUIU et al., 2015), porém conjugada com
albumina bovina. Métodos cromatograficos e de espectrometria de massas possuem sensibilidade
maior, mas sdo também dispendiosos (EDIAGE et al., 2012; EGNER et al., 2006). Métodos mais
recentes utilizam sensores de aptameros e outras sondas de DNA para detectar AFB1, porém focam
apenas na identificacdo de aflatoxina B presente em sua forma ndo conjugada (GUO, MANLI et al.,
2019; WANG, BIN et al., 2019). Neste trabalho conseguimos utilizar um biossensor capaz de
reconhecer AFB1-N’-Gua em meio aquoso em um dispositivo relativamente barato e de simples

producdo e manuseio.
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5 CONCLUSAO

Os niveis de aductos de Aflatoxina B1-N’-guanina podem ser identificados por cromatografia
com uma excelente sensibilidade, porém ¢ um método dispendioso financeiramente e exige mao-de-
obra qualificada para operagdo. Um sensor de grafeno com relativa facilidade de producdo e manuseio
e que ¢ capaz de detectar de forma ultra-sensivel o biomarcador de exposicdo de AFB; ¢ uma
alternativa vidvel para os métodos existentes.

A producao por CVD possibilita sintetizar de maneira quase que automatizada grandes areas
de grafeno monocamada grafeno livre de defeitos, confirmado através dos espectros de Raman,
microscopias de forca atomica e Optica.

Neste trabalho, uma vez a técnica dominada de fotolitografia, foram feitos varios dispositivos
do tipo GFET, com relativa facilidade em média escala. Ainda que, dentro do laboratorio, um lote de
aproximadamente 12 dispositivos consuma, em média, 3 dias para ser finalizado. Isso pode ser
minimizado com a utilizacdo de maquinario adequado para fotolitografia em grande escala, tornando
0 processo muito mais reprodutivo.

Em analises iniciais da tese, forgas idnicas mais altas reduziram a sensibilidade do dispositivo.
Isso nos for¢ou a utilizar concentragdes menores do PBS nas analises, mas também direcionou o
trabalho a evitar /inkers maiores na sensibilizacao.

A funcionalizagao do grafeno CVD com 4cido 1-pirenobutanoico éster N-hidroxisuccinimida
J& ndo € novidade na literatura. Outros trabalhos ja mostram outros acessorios de decoragdao, como
nanoparticulas de ouro e proteina A, como ancoras moleculares. E importante ressaltar que apos
conjugacao dos anticorpos ao grafeno utilizando molecular crowding sobre os GFETs, o dispositivo
se mostrou sensivel a detec¢do de apenas 1,7 ng/mL de AFB;-N’-Gua, mesmo sendo uma
concentragdo baixa. Esta metodologia de aplicag@o direta de anticorpos sobre o grafeno com auxilio

do linker PBSE se mostra eficaz e evita a utilizacdo de outras proteinas de ancoragem. Isso torna
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desnecessario menores concentragdes de sais no meio aquoso, uma vez que a sensibilidade do grafeno
a proporcional ao comprimento de Debye.

Este modelo de molecular crowding como agente de imobilizacdo dos anticorpos permitiu
desenvolvimento de um biossensor altamente sensivel, mesmo que outros dispositivos tenham
sensibilidade ainda maior. Os sensores encontrados na literatura fazem uso de metodologia mais
dispendiosas, que ndo podem ser aplicados em campo ou mesmo nao detectam primariamente o aducto
de AFB,; com guanina.

Este trabalho apresenta como perspectivas empregar os sensores GFET para detec¢do de
aflatoxina B;-N’-guanina em amostras de fluidos humanos, preferencialmente urina, atribuindo
confiabilidade no diagnostico rapido de intoxicagdo e exposi¢ao a aflatoxina B;. Como o grafeno CVD ¢
um material obtido em quantidades grandes e uniformes, isso permite que os sensores GFETs sejam
produzidos em larga escala como dispositivos descartaveis e de baixo custo. As etapas seguintes seriam
os testes em amostras reais e testes de imprecisdo e exatiddo, assim como a miniaturizagdo do sistema

com o objetivo de ser montado como um point of care para biomarcadores.
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