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Figura 2 - Grafico de barras mostrando a variagéo percentual na impedancia
do biossensor construido para a espécie P. brachyurus. O biossensor foi testado com
uma amostra positiva (contendo as proteinas alvo) e duas amostras negativas (con-

tendo proteinas das espécies M. javanica ou H. glycines)
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“BIOSSENSORES PARA A IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE
NEMATOIDES”

Introdugao

[001] Nematoides parasitas de plantas (do inglés, Plant-parasitic nematodes,
PPN) s&o parasitas que em pelo menos uma fase de seu ciclo de vida, utilizam as
raizes das plantas para adquirir nutrientes. O parasitismo pode causar o crescimento
atrofiado das plantas, necrose das raizes e descoloracio das folhas. Estima-se que a
perda global na agricultura causada por nematoides parasitas de plantas seja de 157
bilhdes de ddlares por ano, impactando significativamente a economia mundial.

[002] As plantagdes infectadas sao tratadas majoritariamente com a rotagéo
de cultura, onde é feita a plantagdo de uma cultura resistente a nematoides, e com o
uso de nematicidas. No entanto, essas estratégias ndo sédo direcionadas ao trata-
mento de uma unica espécie e podem ser ineficazes quando a espécie de nematoides
presente no solo é resistente a estratégia adotada. Além disso, o uso extensivo de
nematicidas pode nao so tornar os nematoides resistentes, como também acarretar
diversos problemas de saude para a populagao. Assim, a identificagao e quantificagao
das espécies dos nematoides sdo essenciais para que a melhor estratégia seja ado-
tada e para que o controle seja feito quando a densidade populacional dos nematoides
ainda nao esta alta, evitando o uso de altas dosagens de nematicidas.

[003] Atualmente, a identificacdo dos nematoides é feita por meio de técnicas
de microscopia, em que a diferenciacdo das espécies se baseia nas caracteristicas
morfométricas dos exemplares, ou pela analise molecular utilizando PCR (do inglés
polymerase chain reaction) para a amplificagcdo do DNA e eletroforese para a identifi-
cacao das sequéncias amplificadas. Essas técnicas utilizam aparelhos sofisticados
que demandam pessoas especializadas para opera-los e etapas minuciosas que con-
ferem um tempo maior para a obtencado dos resultados. Nesse sentido, dispositivos

point-of-care, como € o0 caso de biossensores, surgem como uma nova ferramenta
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para a detecg¢ao de pragas agricolas, uma vez que a analise da amostra pode ser feita
de maneira mais simples e rapida.

[004] Biossensores sao plataformas em que moléculas biolégicas, como enzi-
mas, proteinas e DNA, formam uma camada de biorreconhecimento capaz de se ligar
seletivamente a molécula que se deseja detectar. A interagao entre as moléculas com-
plementares causa mudancas fisico- quimicas que sao convertidas a um sinal men-
suravel por um transdutor, como um eletrodo. O sinal é processado e convertido a um
parametro fisico, por exemplo, corrente elétrica, capacitancia ou impedancia. Os bios-
sensores podem ser classificados de acordo com a técnica analitica utilizada para
monitorar as interacdes. Como exemplos, ha biossensores eletroquimicos, épticos,
piezoelétricos e elétricos. Os biossensores elétricos e eletroquimicos sao interessan-
tes porque fornecem resultados rapidos, sdo custo-efetivos e podem ser miniaturiza-
dos para detecgéo point-of-care. Tais dispositivos tém sido empregados em diversas
areas, por exemplo, na detec¢ao de doencas, pesticidas e alimentos transgénicos.

Descrigao da Invencéao

[005] A presente invengao fornece um sistema biossensor compreendendo
um ou mais eletrodos capazes de converter um sinal fisico-quimico transduzido de
uma camada de biorreconhecimento em um sinal eletrénico; uma camada de biorre-
conhecimento compreendendo biomoléculas imobilizadas em um ou mais eletrodos
capazes de se ligar ao analito especifico da espécie de nematoide. A camada de bior-
reconhecimento pode ser formada por biomoléculas imobilizadas capazes de se ligar
seletivamente ao analito nos eletrodos. Podem ser utilizados métodos de imobilizagao
covalente e nao covalente. Para a imobilizagdo covalente de proteinas e anticorpos
em superficies de ouro, sdo comumente utilizadas moléculas tioladas, como o acido
mercaptopropiénico (MPA) e o acido 11-mercaptoundecandico (MUA). Moléculas de
reticulacdo, como carbodiimida (EDC) e N-Hidroxisuccinimida (NHS), também podem

ser utilizadas para ativar grupos funcionais. Para monitorar os eventos de
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biorreconhecimento, foram selecionadas medidas impedimétricas e capacitivas.

Biossensores que utilizam deteccao por capacitancia elétrica

[006] Para as medidas capacitivas, € utilizada a técnica de espectroscopia de
impedancia ndo-Faradaica. Esta técnica consiste na aplicagdo de uma diferenca de
potencial entre duas placas metalicas (eletrodos), formando um capacitor. Biossenso-
res operados por essa técnica também sdo denominados de biossensores capaciti-
vos. O método ndo-Faradaico é realizado utilizando apenas uma solucao eletrolitica
como KCI e PBS, descartando mediadores redox. Em biossensores capacitivos, os
eventos que acontecem na camada de reconhecimento causam alteragdées na cons-
tante dielétrica do meio (€) que impactam diretamente no valor da capacitancia do
sistema, como descrito na seguinte equagao:

C= eeo0A/d

onde €0 € a constante dielétrica no vacuo (dada pelo valor 8.85419 pF/m), A
€ a area das placas e d € a distancia entre elas. Aléem disso, a geometria dos eletrodos
reflete na capacidade de deteccéo desses dispositivos, uma vez que quanto maior for
o fator eoA/d, maior sera a alteracdo na capacitancia. Assim, para a detecgéo de bio-
moléculas, € importante que o eletrodo apresente placas paralelas muito proximas e
com grande area geometrica. Nesse sentido, eletrodos interdigitados (do inglés, inter-
digitated electrode - IDE) sdo os mais utilizados para biossensores capacitivos. Na
configuragdo tipica de um IDE, inumeras placas metalicas denominadas de fingers
sdo colocadas em paralelo, cada par formando um capacitor. Com essa configuragao,
0s capacitores sdo associados em paralelo, de tal forma que a capacitancia total do
sistema (Ct) € dada pela soma das capacitancias individuais (C1, C2, ...) conforme
descrito pela seguinte equacgao:

Ci=C1+C2+ ...

[007] Um biossensor capacitivo compreende um ou mais (preferencialmente

dois) eletrodos metalicos que formam o capacitor. Em uma forma de concretizacéo,
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os eletrodos sao interdigitados. Nesta configurag&o, inumeras placas metalicas deno-
minadas de fingers s&o colocadas em paralelo, cada par formando um capacitor.

[008] O biossensor capacitivo compreende eletrodos interdigitados contendo
pelo menos 10 fingers. Os fingers sdo separados por uma distancia de 1 a 100 um.

[009] O sinal eletronico, que pode ser uma corrente elétrica, impedancia ou
capacitancia, € analisado pelo dispositivo de processamento de dados e fornecido ao
usuario em uma representagdo numerica ou grafica, como em graficos ou tabelas. A
fim de identificar a espécie de nematoide, podem ser empregados métodos estatisti-
cos multivariados, como analise multivariada de variancia, analise multivariada de co-
variancia, regressdo multivariada, analise de componentes principais, analise fatorial,
analise discriminante linear, redes neurais artificiais. Os resultados dos referidos mé-
todos podem ser apresentados como graficos de score.

Biossensores que utilizam deteccao por impedancia eletroquimica

[010] A técnica analitica utilizada para esta configuracdo de medidas é a es-
pectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS), que fornece informagdes sobre as
propriedades elétricas na superficie do eletrodo ao variar a frequéncia de uma onda
senoidal de baixa amplitude. Em medidas impedimétricas, um potencial fixo € aplicado
€ a impedancia do sistema é medida.

[011] Em uma forma de concretizagcao preferida, o biossensor eletroquimico
compreende trés eletrodos, sendo um contra-eletrodo, um eletrodo de trabalho e um
eletrodo de referéncia. O biorreconhecimento ocorre na superficie do eletrodo de tra-
balho, sendo este responsavel pela transdug¢ao da reagao bioquimica. A corrente ge-
rada pelo sistema flui entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo. Para monitorar
o potencial do eletrodo de trabalho, utiliza-se, entdo, o eletrodo de referéncia, que
deve ser mantido a um potencial fixo conhecido. O biossensor eletroquimico pode
compreender mais de um eletrodo de trabalho, um contra-eletrodo e eletrodos de re-

feréncia.
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[012] A impedancia € dependente dos eventos que ocorrem na superficie do
eletrodo de trabalho e, por esse motivo, pode ser monitorada para determinar a pre-
senca da molécula alvo na amostra.

[013] A onda de excitagdo pode ser tanto um potencial alternado quanto uma
corrente alternada, de maneira que um dos parametros seja controlado e o outro me-
dido. Entdo, em sistemas pseudo-lineares, como é o caso de uma célula eletroqui-
mica, a aplicagado de um potencial senoidal resulta em uma corrente senoidal que 0s-
cila na mesma frequéncia. Os componentes do sistema eletroquimico causam um
deslocamento de fase e de amplitude entre essas duas ondas. A impedancia do sis-
tema, ou seja, a resisténcia em um sistema de corrente alternada, € calculada como
sendo a razao entre o potencial senoidal e a corrente resposta. No método Faradaico,
as medidas sao realizadas utilizando mediadores redox, de maneira que as reacdes
de oxirredugdo entre eles sejam monitoradas. O par redox ferricianeto de potassio
(KsFe(CN)s) e ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)s) € o mais utilizado para essa fina-
lidade. Esse método de EIS é assim denominado porque a corrente gerada pelas re-
acgdes eletroquimicas obedece a lei de Ohm, ou seja, é diretamente proporcional ao
numero de elétrons envolvidos na reagao redox (n), a constante de Faraday (F), a
area superficial do eletrodo (A) e ao fluxo das moléculas eletroativas (j):

| = nFA]

[014] As medidas de impedancia eletroquimica podem ser representadas pelo
diagrama de Bode, em que os valores absolutos da impedancia ou do angulo de fase
séo plotados em fungéo da frequéncia, ou pelo diagrama de Nyquist, onde os valores
reais da impedéncia sdao dados em fungédo de seus respectivos valores imaginarios
em um plano complexo. A analise dos diagramas de Nyquist permite que se obtenha
informacdes sobre os componentes do sistema eletroquimico, como a capacitancia
da dupla camada (Ca), a resisténcia a transferéncia de carga (Rct), a resisténcia da

solugao (Ra) e a impedéancia de Warburg (Zw). Todos esses componentes formam um
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circuito elétrico no sistema eletroquimico que pode ser determinado através de mode-
los tedricos. Um circuito equivalente € comumente encontrado em biossensores ele-
troquimicos e modelado por John Randles. Para essa configuragdo, o grafico de
Nyquist é dividido em trés regides, conforme a frequéncia da onda de excitagdo. Em
altas frequéncias, a impedancia do capacitor € infima, de maneira que o sistema pode
ser aproximado como sendo um circuito aberto, cuja impedéancia é dada apenas pela
resisténcia da solucdo. Na regido de frequéncias intermediarias, processos de trans-
feréncia de cargas sdo predominantes. Dessa forma, observa-se um semicirculo cujo
didametro (Rct) corresponde a resisténcia a transferéncia de cargas entre o eletrdlito e
o eletrodo. Este parametro € dependente da configuracdo da camada de biorreconhe-
cimento e, por esse motivo, € bastante utilizado para descrever os processos que nela
ocorrem. Por fim, em regides de baixa frequéncia, a impedancia do sistema é gover-
nada pela difusdo das espécies eletroativas (Zw) e pela capacitédncia da dupla camada
(Car), cujo comportamento é representado no espectro por uma reta inclinada.

[015] Portanto, a invengéo ainda fornece um kit diagndstico que compreende
(a) um biossensor e (b) um dispositivo de processamento de dados que compreende
meios para receber o sinal eletrénico, analisando o sinal eletrbnico e gerando uma
saida do sinal eletrénico para um usuario.

[016] Em outra forma de concretizagédo, é fornecido um método para detectar
simultaneamente mais de uma espécie de nematoide que compreende as seguintes
etapas:

(@) incubacado de um analito compreendido em uma amostra de solo na ca-
mada de biorreconhecimento do biossensor;

(b) aplicacéo de corrente elétrica a um ou mais eletrodos do biossensor;

(c) variagao da frequéncia da corrente;

(d) medigao do parédmetro fisico-quimico com um dispositivo de processa-

mento de dados.
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[017] Em uma forma de concretizacao, diferentes espécies de nematoides po-
dem ser detectadas simultaneamente.

[018] Em outra forma de concretizagdo, um método para a preparagcdo de um
analito adequado para uso no método para detectar simultaneamente mais de uma
espécie de nematoide que compreende:

(a) uma separacéo fisica do nematoide e ovos de nematoides com o uso de
peneiras, a fim de concentrar os nematoides e ovos de nematoides da amostra de
solo e eliminar o solo e matéria organica da amostra de solo.

(b) extracdo das proteinas dos nematoides e ovos de nematoides isolados
na etapa (a) por homogeneizagéao.

(c) incubacdo do extrato de proteinas de nematoides com os eletrodos da
reivindicagc&o 1 por 5 a 60 minutos.

(d) realizagdo das medidas de impedancia elétrica ou eletroquimica pela
aplicagao de um sinal elétrico alternado ao eletrodo.

(e) identificagdo da espécie de nematoide com base nos valores de capaci-
tdncia em comparagdo com um sinal de referéncia, empregando um método estatis-
tico multivariado ou pela analise da variagao percentual no sinal de impedancia ele-
troquimica a partir do eletrodo do biossensor.

[019] Em uma forma de concretizagdo, o método para preparagao de um ana-
lito adequado para uso no biossensor € executado em um campo agricola ou estufa.

Figuras

[020] Figura 1 — Grafico de score da analise de componentes principais obtida
pela combinagdo de dois conjuntos sensoriais — eletrodos com filme organico e ele-
trodos com SAM — para a discriminagao de amostras sem periodo de incubagio. Para
cada grupo de amostras € mostrada a elipse de confianga 95%

[021] Figura 2 — Grafico de barras mostrando a variagdo percentual na impe-

déncia do biossensor construido para a espécie P. brachyurus. O biossensor foi
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testado com uma amostra positiva (contendo as proteinas alvo) e duas amostras ne-
gativas (contendo proteinas das espécies M. javanica ou H. glycines).

[022] Figura 3 — Dependéncia linear entre a variagdo percentual da impedan-
cia eletroquimica e do log da concentracdo de proteinas (espécie M. incognita) —
Curva de calibragéo obtida por regressao linear com ajuste R?>= 0,999.

[023] Um biossensor € um dispositivo que permite a identificacdo e quantifica-
¢ao de uma molécula de interesse, o analito. O biossensor € compreendido por uma
camada de biorreconhecimento que contém biomoléculas, como DNA, enzimas, pro-
teinas e/ou anticorpos que sdo adequados para se ligarem seletivamente ao analito.

[024] O biossensor ainda compreende um transdutor, sendo um ou mais ele-
trodos, que é capaz de converter a alteracio fisico-quimica que ocorre na camada de
biorreconhecimento pela ligagdo a um sinal eletrénico.

[025] Um biossensor capacitivo compreende um ou mais, preferencialmente
dois, eletrodos metalicos que formam o capacitor. Em uma forma de concretizacao,
os eletrodos sao interdigitados. Nesta configuragao, inumeros eletrodos metalicos de-
nominados de fingers sao colocados em paralelo, cada par formando um capacitor.

[026] Em uma forma de concretizagédo preferida, o biossensor compreende
trés ou mais eletrodos. Em uma forma de concretizagao preferida, o biossensor com-
preende dois ou mais eletrodos.

[027] Eletrodos, particularmente os eletrodos interdigitados, sdo normalmente
fabricados com o uso de litografia e de técnicas de deposigao, por exemplo, sputtering,
em que metais sdo depositados na configuragdo que se deseja em substratos isolan-
tes como o vidro e o silicio.

[028] Os eletrodos podem ser eletrodos de ouro descartaveis em substratos
de vidro. Tais eletrodos podem ser fabricados por fotolitografia.

[029] A microscopia de forga atdmica pode ser utilizada para a caracterizagao

morfolégica dos eletrodos de trabalho. A técnica de espectroscopia de fotoelétrons
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excitados por raios X pode ser utilizada para analisar a composicdo quimica dos ele-
trodos e para avaliar a eficiéncia da limpeza eletroquimica.

[030] Em uma forma de concretizagédo preferida, o biossensor compreende
trés eletrodos, sendo um contra-eletrodo, um eletrodo de trabalho e um eletrodo de
referéncia. O biorreconhecimento ocorre na superficie do eletrodo de trabalho, sendo
este, portanto, responsavel pela transdugao da reagéo bioquimica. A corrente gerada
pelo sistema flui entre o eletrodo de trabalho e contra-eletrodo, que deve apresentar
uma elevada area superficial. Para monitorar o potencial do eletrodo de trabalho, uti-
liza-se, entdo, o eletrodo de referéncia, que deve ser mantido a um potencial fixo co-
nhecido.

[031] A camada de biorreconhecimento pode ser formada por biomoléculas
imobilizadas capazes de se ligar seletivamente ao analito nos eletrodos. Exemplos
dessas biomoléculas sao fragmentos de DNA ou RNA, anticorpos, proteinas, frag-
mentos de proteinas, metabdlitos secundarios ou sacarideos.

[032] A ligac&o entre as Proteinas A e G sao exemplos de imobilizagdo nao-
covalente.

[033] A imobilizagdo covalente utiliza substratos funcionais, como moléculas
de carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) ou acido mercaptopropiénico
(MPA) e acido 11-mercaptoundecanoico (MUA). APTES (3-Aminopropiltrietoxisilano)
pode ser utilizado para eletrodos de ITO (do inglés, Iridium Tin Oxide).

[034] O sinal eletronico, que pode ser uma corrente elétrica, impedancia ou
capacitancia, € analisado pelo dispositivo de processamento de dados e fornecido ao
usuario em uma representagdo numeérica ou grafica, como em graficos ou tabelas.
Esses graficos mostram, muitas vezes, a capacitancia em relagdo ao logaritmo da
frequéncia.

[035] A fim de identificar a espécie de nematoide, podem ser empregados mé-

todos estatisticos multivariados, como analise multivariada de variancia, analise
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multivariada de covariancia, regressao multivariada, analise de componentes princi-
pais, analise fatorial, analise discriminante linear, redes neurais artificiais. Os resulta-
dos dos referidos métodos podem ser apresentados como graficos de score.

[036] O analito se trata de uma ou mais biomoléculas, como fragmentos de
DNA, fragmentos de DNA ou RNA, proteinas, fragmentos de proteinas, metabdlitos
secundarios ou sacarideos que sao detectados pelas biomoléculas imobilizadas na
camada de biorreconhecimento. Em uma forma de concretizagéo preferida, o analito
sao proteinas especificas para a espécie de nematoide.

[037] O biossensor compreende um eletrodo capaz de converter um sinal fi-
sico-quimico transduzido de uma camada de biorreconhecimento em um sinal eletr6-
nico. O biossensor pode compreender mais de um eletrodo, preferencialmente um
contra-eletrodo, um eletrodo de trabalho e dois eletrodos de referéncia. O biosensor
também pode compreender eletrodos interdigitados e eletrodos contendo pelo menos
10, preferencialmente 20, mais preferencialmente 50, ainda mais preferencialmente
100 e ainda mais preferencialmente 150 fingers. Os fingers s&o separados por uma
distancia de 1 a 100 uym, preferencialmente 2 a 80 microns, mais preferencialmente 5
a 50 microns, ainda mais preferencialmente 10 a 25 microns ou ainda mais preferen-
cialmente 10 um. Os eletrodos interdigitados s&o fabricados pela técnica de fotolito-
grafia com metalizag&o por sputtering.

[038] Os biossensores ainda compreendem uma camada de biorreconheci-
mento que compreende biomoléculas imobilizadas no eletrodo capazes de ligar um
componente de um analito especifico para uma espécie de nematoide. As biomolécu-
las podem ser um acido nucleico, como DNA ou RNA, ou anticorpos, como anticorpos
policlonais ou monoclonais.

[039] O reconhecimento do analito na camada de biorreconhecimento ocorre
na superficie do eletrodo de trabalho, sendo este, portanto, responsavel pela transdu-

¢ao da reacao bioquimica. A corrente gerada pelo sistema flui entre os eletrodos, por
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exemplo, o eletrodo de trabalho e contra-eletrodo, que deve apresentar uma elevada
area superficial. Para monitorar o potencial do eletrodo de trabalho, utiliza-se, entao,
o eletrodo de referéncia, que deve ser mantido a um potencial fixo conhecido.

[040] Existem diversas técnicas eletroanaliticas com principios de funciona-
mento distintos. Destacam-se as medidas amperométricas, voltamétricas, potencio-
métricas e impedimétricas. Em medidas amperométricas, aplica-se um potencial fixo
no eletrodo de referéncia e mede-se a corrente gerada pela reagao de oxirredugao
das espécies eletroativas entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo. Quando a
corrente € medida durante variagdes controladas do potencial, a técnica € denomi-
nada de voltametria. Ja nas medidas potenciométricas, mede-se a diferenca de po-
tencial entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, resultante do acumulo de cargas
na superficie do eletrodo de trabalho. Por fim, as impedimétricas consistem na aplica-
¢ao de um potencial fixo e na medida da impedancia do sistema.

[041] Os parametros obtidos por essas técnicas sao dependentes dos eventos
que ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho e, por esse motivo, permitem de-
terminar a presenga da molécula alvo na amostra.

[042] Medidas voltamétricas consistem na aplicacdo de um potencial que varia
com o tempo. A maneira como ocorre a variagao do potencial no eletrodo de trabalho
em relagdo ao potencial fixo do eletrodo de referéncia define o tipo de voltametria.
Voltametria de onda quadrada, voltametria de pulso diferencial e voltametria ciclica
sdo alguns exemplos de técnicas voltamétricas.

[043] A voltametria ciclica fornece informacgdes sobre o potencial redox das
espécies eletroativas e a corrente gerada por reagdes eletroquimicas. Para isso,
aplica-se uma onda triangular que varre linearmente uma faixa de potencial. Ao atingir
um potencial estipulado, o sentido de varredura é invertido, variando o potencial até
que se complete o ciclo. Durante a varredura em dire¢cao ao potencial mais positivo, a

espécie eletroativa € oxidada em um potencial Epa, com corrente anddica lpa. No
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sentido inverso, a espécie € reduzida em um potencial Epc, com corrente catodica lpc.
O grafico gerado pelas medidas de voltametria € denominado de voltamograma.

[044] Em sistemas reversiveis, as correntes de oxirredugao (Ip) s&o proporci-
onais a velocidade de varredura do potencial (v), area eletroativa do eletrodo (A), nu-
mero de elétrons envolvidos na reagdo (n), concentracdo das espécies eletroativas
(C) e coeficiente de difusdo (D), como descrito pela equacado de Randles-Sevcik:

lp = (2.69 x 10%)n32AD"2Cv12

[045] A variagao do potencial redox e da corrente gerada podem ser indicati-
vos da presencga do analito e de sua concentragédo, fazendo com que essa técnica
possa ser utilizada tanto como método qualitativo quanto quantitativo.

[046] Os exemplos destinam-se a ilustrar a invencao e ndo sdo, de nenhuma
forma, limitantes.

Exemplos

[047] Exemplo 1. Extracao de proteinas dos nematoides e produg¢éo de anti-
corpos

[048] Amostras das trés espécies selecionadas contendo ovos e juvenis foram
coletadas de solos. Amostras em solugdo aquosa foram centrifugadas em uma pri-
meira etapa por 10 min a 2000 rpm, de maneira que os nematoides e os residuos de
solo ficassem depositados no fundo do tubo de centrifuga¢do. Os sobrenadantes fo-
ram retirados e adicionou-se uma solugao de sacarose 40 g/75 mL; as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas por 10 min a 650 g de rotagdo. Apos essa segunda
centrifugacgéo, os nematoides (ovos e juvenis) ficaram em suspensao no sobrenadante
enquanto os residuos formaram precipitados, em razdo da densidade da sacarose ser
superior a densidade dos nematoides. Os sobrenadantes contendo os nematoides
foram coletados e filtrados em uma peneira granulométrica de 500 mesh (abertura da
malha de 0,025 mm). Nesse procedimento os nematoides ficam retidos na malha e

para serem coletados, a peneira foi invertida e enxaguada com volume apropriado de

Peticaio 870240061238, de 19/07/2024, pég. 21/35



13/19

agua. Por fim, as solugbes foram analisadas em microscépio 6tico com lente de au-
mento de 40X para conferir se as amostras finais continham uma quantidade signifi-
cativa de nematoides e se os residuos de solo tinham sido removidos.

[049] Apds a remocgéao de residuos, realizou-se a extracdo das proteinas. As
amostras contendo nematoides foram processadas em um homogeneizador do tipo
Turrax por 15 s, trés vezes. Em seguida, para romper as membranas celulares e ex-
trair as proteinas, as amostras foram sonicadas em sonicador de ponta por 1 h com
20% de amplitude. Como durante esse processo ocorre 0 aquecimento da amostra,
elas foram imersas em gelo, que era trocado a cada 20 min de sonicagéo.

[050] As proteinas contidas no homogenato foram quantificadas pelo método
colorimétrico de Bradford, que faz uso do corante Coomassie brilliant blue BG-250.
Amostras das proteinas extraidas foram utilizadas para imunizar coelhos visando a
producao de anticorpos policlonais.

[051] O soro imunizado contendo os anticorpos foi utilizado para a construgao
da camada de biorreconhecimento dos imunossensores. As proteinas extraidas foram
utilizadas como controles positivos e negativos na etapa de detecgéao.

[052] Exemplo 2. Fabricagéo de eletrodos interdigitados e eletroquimicos

[053] Os eletrodos eletroquimicos e interdigitados foram fabricados pela téc-
nica de fotolitografia com metalizagao por sputtering. Na primeira etapa do processo,
os substratos (vidro BK7) foram modificados com um filme fotossensivel, chamado de
fotorresiste, pela técnica de spin coating e deixados por 10 min em chapa aquecedora
a 90°C para a cura do fotorresiste. Na etapa seguinte, os substratos foram expostos
a luz ultravioleta através de uma mascara 6ptica contendo a configuragdo desejada
para o dispositivo. Nesse caso, foi usado fotorresiste positivo, em que as regides ex-
postas a luz foram removidas pela solugdo quimica reveladora (solugdo aquosa de
hidroxido de potassio). Apos a etapa de fotolitografia, os substratos foram submetidos

a limpeza com plasma de oxigénio para a remog¢ao de residuos organicos.
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[054] A metalizacao foi conduzida em uma camara de vacuo e a espessura
medida por cristal de quartzo. Para os eletrodos interdigitados, primeiro depositou-se
uma camada de cromo de 15 nm para adesao no substrato, depois foi depositada uma
camada de ouro com 120 nm de espessura. Para o biossensor eletroquimico, um filme
de titédnio de 15 nm foi utilizado como camada de ades&o.

[055] Exemplo 3. Procedimentos de limpeza dos eletrodos

[056] Existem dois processos de limpeza para o eletrodo interdigitado. No pri-
meiro, nomeado de KOH, os eletrodos eram imersos na solu¢gado de KOH 2% (m/V) e
deixados em banho de ultrassom por 5 min. Em seguida, era realizado o mesmo pro-
cedimento imergindo os eletrodos em etanol e depois em Milli-Q. No segundo proce-
dimento, nomeado de etOH, os eletrodos eram limpos apenas em etanol e Milli-Q,
também por 5 min em banho de ultrassom.

[057] Os eletrodos eletroquimicos foram limpos com plasma de O2 com po-

téncia de 35 W e vazao de gas de 5 sccm (cm3/min).

[058] Exemplo 4. Caracterizagdo morfoldgica dos eletrodos interdigitados

[059] Eletrodos interdigitados e eletroquimicos, apos a limpeza descrita no
exemplo 3, foram caracterizados quanto a sua morfologia, por microscopia de forga
atbmica. A rugosidade foi determinada em 4 eletrodos distintos para analisar a repro-
dutibilidade. Para os eletrodos interdigitados, os valores médios encontrados para a
rugosidade por area e rugosidade média quadratica foram de 1,24 £ 0,04 nme 1,58
0,05 nm, respectivamente. Além disso, os resultados revelaram que os eletrodos fa-
bricados por esta metodologia apresentam valores de rugosidade semelhantes, como
um desvio padrdo de cerca de 3%. Essa caracteristica € fundamental para a organi-
zacao da monocamada automontada e para que as analises de condutividade elétrica
sejam reprodutiveis.

[060] Exemplo 5. Funcionalizac&o dos eletrodos
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[061] O biossensor capacitivo foi construido através da formacédo de camada
automontada: inicialmente, eletrodos interdigitados limpos foram modificados com
acido 3-mercaptopropriénico (MPA) 1 mmol/L em temperatura ambiente e atmosfera
umida por 15 h; apds esse periodo, os eletrodos foram lavados com agua Milli-Q e
incubados por 1 h com uma solugdo aquosa contendo 2 nM de 1-etil-3-(3-dimetilami-
nopropil)carbodiimida (EDC) e 5 mM de N-hidroxisuccinimida (NHS) para ativagao do
grupo carboxilico presente nas moléculas de MPA. Em etapa posterior, os eletrodos
foram modificados com o soro imunizado por 4 h em atmosfera umida e temperatura
de 4°C. A etapa de bloqueio dos sitios ativos remanescentes com albumina de soro
bovino (BSA), por exemplo, ndo foi adotada nesse protocolo uma vez que o soro imu-
nizado ja contém proteinas.

[062] Exemplo 6. Medidas de capacitancia — reprodutibilidade e escolha de
frequéncia

[063] Eletrodos interdigitados modificados foram submetidos a 20 medidas
consecutivas de capacitancia elétrica para avaliar a reprodutibilidade das mesmas na
faixa de frequéncia de 102 Hz a 108 Hz. Os valores de capacitancia se mostraram
reprodutiveis para quase todas as frequéncias, com uma variagcao muito pequena para
a faixa 0,6 x108 a 1x10° Hz.

[064] Para escolher uma frequéncia fixa para avaliar a variagao percentual da
capacitancia e realizar a analise estatistica multivariada, eletrodos modificados com
soro imunizado da espécie M. incognita foram incubados em solugdo contendo 30
pg/mL da proteina da espécie M. javanica (negativa) por 1 h e em solugédo contendo
a mesma concentragédo da proteina da espécie M. incognita (positiva) também por 1
h. Espectros de impedancia elétrica foram coletados antes e apds as incubagdes des-
critas. As medidas foram realizadas em solugdo tampao e adotou-se 5 min de espera
(delay) antes do inicio delas para a organizagao da dupla camada elétrica. Uma vari-

acgao significativa na capacitancia apds as incubacgdes foi observada para frequéncias
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entre 10* e 108 Hz, apontando essa regido como a que melhor discrimina as amostras.
Considerando que ha uma pequena variagao na reprodutibilidade das medidas para
frequéncias acima de 6x10° Hz, escolheu-se 10° Hz como frequéncia fixa para as
analises subsequentes. Pelos espectros de capacitancia obtidos para os eletrodos
modificados com soro imunizado da espécie M. incognita, as amostras contendo ape-
nas tampéo fosfato (10 mM PBS) ou 30 pg/mL de proteinas da espécie M. javanica
(negativo) ou 30 ug/mL de proteinas da espécie M. incognita (positivo) puderam ser
distinguidas claramente.

[065] Exemplo 7. Influéncia da limpeza dos eletrodos na seletividade do bios-
sensor elétrico

[066] Como descrito no exemplo 3, foram testados dois protocolos de limpeza
nomeados de KOH e etOH. Para avaliar se as limpezas influenciam na capacidade de
discriminagao das amostras e selecionar a mais adequada, dois conjuntos de eletro-
dos - cada um submetido a um método de limpeza - foram modificados com o soro
imunizado M. incognita (Mi) e caracterizados por medidas de capaciténcia antes da
incubacédo e apos as incubagdes com as proteinas negativas (Mj) e positivas (Mi) a 30
pMg/mL. Realizou-se a analise de componentes principais utilizando a matriz de cova-
ridncia para os valores obtidos na frequéncia de 10° Hz.

[067] A influéncia das variaveis — neste caso, os dois protocolos de limpeza -
€ analisada a partir do grafico de loading, em que cada variavel € mostrada como um
vetor cuja intensidade e dire¢do determinam a sua influéncia nas componentes prin-
cipais 1 e 2. Observa-se que os eletrodos submetidos a limpeza com KOH apresentam
uma intensidade pequena na dire¢cdo y e uma intensidade grande na dire¢do X, indi-
cando que essa variavel exerce maior influéncia na componente principal 1 (PC1). Por
outro lado, o vetor que representa os eletrodos limpos com etOH possui uma intensi-
dade pequena no eixo x e uma intensidade grande no eixo y, dessa forma, sua maior

influéncia recai na PC2. Uma vez que PC1 é o componente que mais discrimina as
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amostras, o protocolo de limpeza utilizando KOH foi escolhido para realizar os outros
estudos.

[068] Exemplo 8. Combinagao de diferentes unidades sensoriais

[069] Como forma de determinar se as variagdes na capacitancia sao de fato
resultantes da interagdo seletiva antigeno-anticorpo, foram avaliados trés conjuntos
sensoriais: eletrodos limpos sem modificagdes, eletrodos modificados com filme orga-
nico sem a adi¢ao do soro imunizado e eletrodos com a SAM contendo o soro imuni-
zado da espécie M.incognita, como descrito anteriormente. Para o filme organico, os
eletrodos foram incubados por 15 h com solu¢do de MPA 1 mM, em seguida por 1 h
com EDC/NHS a 2 mM/5 mM e, por ultimo, realizou-se o bloqueio dos grupos carbo-
xilicos com solugédo de BSA 0,5% (m/V) por 30 min. Para cada conjunto, foram cole-
tados os valores de capacitancia antes da incubacéo, apds a incubagao com proteinas
da espécie M. javanica (negativo) a 30 pg/mL e apds a incubagdo com as proteinas
alvo (positivo) também a 30 ug/mL. O grafico de score da analise de componentes
principais obtida pela combinagdo de trés conjuntos sensoriais — eletrodos limpos,
eletrodos com filme orgénico e eletrodos com SAM — mostrou a discriminacéo de trés
amostras aplicando um intervalo de confianga de 95%.

[070] O grafico de loading para esse conjunto de variaveis mostra que ha uma
contribui¢do infima dos conjuntos de eletrodos limpos e com filme orgéanico (FO) para
a PC1, responsavel pela diferenciagao majoritaria das amostras. Conclui-se que a dis-
criminagcao das amostras € decorrente da interacao especifica entre os anticorpos pre-
sentes na SAM e suas proteinas alvo.

[071] Visto que os eletrodos limpos pouco contribuem para o PC1 e PC2, re-
alizou-se a analise combinando apenas os conjuntos sensoriais FO e AC. Verifica-se
no grafico de score gerado que ao excluir os eletrodos limpos, o PC1 aumentou e foi
capaz de discriminar 98,7% das amostras. Para esse caso, somando o0s scores das

componentes principais 1 e 2, obtém-se o valor de 100%. A combinagao desses dois
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conjuntos sensoriais sera utilizada para os demais estudos. Este resultado mostra que
o biossensor capacitivo foi capaz de identificar espécies de nematoides parasitas de
plantas.

[072] Exemplo 9. Detecgao elétrica sem incubagéo

[073] O biossensor aqui desenvolvido tem como objetivo a detecgédo de ne-
matoides parasitas de plantas de maneira simples e rapida, podendo ser realizada até
mesmo em campo. Assim, a possibilidade de detecgdo sem que haja periodo de in-
cubacédo com a amostra foi estudada. Para isso, eletrodos FO e AC foram submetidos
a medidas de capacitancia em solugao tampao, apos a espera de 10 min para a orga-
nizagédo da dupla camada elétrica. Em etapa posterior, foi adicionado aos eletrodos
uma solugéo contendo proteinas nao-especificas (amostras negativas) a 30 pg/mL;
apds 10 min de espera necessarios para a interacdo da amostra com a unidade sen-
sorial e para a organizagao da dupla camada elétrica, realizou-se as medidas de im-
pedancia elétrica na mesma solugédo contendo as proteinas. Em seguida, repetiu-se o
procedimento, dessa vez, em solugdo contendo as proteinas alvo (positivas) a 30
pg/mL. Os valores de capacitancia foram submetidos a analise de componentes prin-
cipais para avaliar se a detecgao realizada sem tempo de incubacado também é capaz
de discriminar as amostras. O grafico de score obtido, apresentado na Figura 1, de-
monstra ndo so a capacidade do biossensor em diferenciar as amostras a partir de
medidas realizadas sem o periodo de incubag¢ao, como também exibe um score maior
de PC1 se comparado com os resultados dos experimentos realizados com 1 h de
incubacdo. Somando as componentes principais 1 e 2 obtém-se a discriminagao de
100% das amostras.

[074] Para a detecgdo sem incubagao, o grafico de loading obtido pela com-
binagao de dois conjuntos sensoriais — eletrodos com filme organico e eletrodos sem
SAM —também mostrou que a PC1 depende quase que exclusivamente dos eletrodos

que possuem anticorpos, enquanto o PC2 € dominado pelos valores gerados a partir
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dos eletrodos modificados com filme organico. Para a analise estatistica multivariada
€ necessario que se possua ao menos dois conjuntos sensoriais, ou seja, duas varia-
veis distintas. Assim, o modelo ideal identificado nesse estudo € a combinagao das
medidas de capacitancia em eletrodos FO e AC que juntos sao capazes de identificar
todas as amostras.

[075] Exemplo 10. Detecgao eletroquimica

[076] Medidas eletroquimicas s&o realizadas em um dispositivo eletrénico mi-
niaturizado. Uma solugao de eletrolitos contendo 5 mM de Ferri/ferro em 0,1 M de KCI
€ adicionada ao eletrodo, cobrindo toda a superficie. Inicialmente, os eletrodos sao
submetidos a medida por voltametria ciclica no intervalo de potencial de -0,5a 0,6 V,
a uma velocidade de varredura de 50 mV s™'. Esta etapa é realizada apenas para pré-
ativar os eletrodos. Em seguida, medidas de impedancia eletroquimica sao realizadas
em potencial de circuito aberto na janela de frequéncia de 10-' Hz a 10% Hz, com am-
plitude AC de 10 mV. Para os testes de detecgéao, tais medidas foram realizadas antes
apods a incubacdo com a amostra por 30 min. A variagao percentual na Rct resultante
da incubacéo foi calculada para todas as amostras testadas. Os resultados mostraram
uma variagdo muito maior para as amostras positivas (contendo as proteinas alvo),
como mostrado na Figura 2, indicando a seletividade do biossensor.

[077] Exemplo 11. Resposta de impedéncia eletroquimica em fungao da con-
centracdo do analito

[078] A resposta de impedancia eletroquimica para diferentes concentragdes
das proteinas alvo foi investigada. Identificou-se um aumento gradual da Rctem fungéo
da concentragéo das proteinas alvo. Uma relacédo linear entre o ARct (%), calculado
como variagéo percentual na Rct apds a incubagédo da amostra e o logaritmo da con-

centracdo de proteinas foi atingida, conforme mostrado na Figura 3.
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REIVINDICACOES
1. Biossensor CARACTERIZADO pelo fato de que compreende

(@) um ou mais eletrodos capazes de converter um sinal fisico-quimico
transduzido de uma camada de biorreconhecimento em um sinal eletrénico/eletroqui-
mico;

(b) acamada de biorreconhecimento que compreende biomoléculas imobi-
lizadas em um ou mais eletrodos capazes de ligar um componente de um analito es-
pecifico para uma espécie de nematoide;

2. Biossensor, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que as biomoléculas sédo anticorpos ou qualquer outra molécula receptora ca-
paz de se ligar especificamente a proteinas de certas espécies de nematoides

3. Biossensor, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que os anticorpos séo ligados a camada de biorreconhecimento de modo co-
valente.

4. Biossensor, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que os anticorpos sao ligados a camada de biorreconhecimento de modo nao-
covalente.

5. Biossensor, de acordo com as reivindicagoes 1 a 4, CARACTERIZADO
pelo fato de que o biossensor é capaz de analisar mais de um analito simultanea-
mente.

6. Biossensor, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal fisico-quimico € eletroquimico ou elétrico.

7. Biossensor, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal eletronico é selecionado do grupo de cor-
rente elétrica, impedancia ou capacitancia.

8. Biossensor, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 6,

CARACTERIZADO pelo fato de que o sinal € optico.
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9. Biossensor, de acordo com as reivindicagcoes 1 a 8, CARACTERIZADO
pelo fato de que o biossensor € um biossensor capacitivo ou impedimétrico.

10. Biossensor, de acordo com as reivindicacdes 1 a 8, CARACTERIZADO
pelo fato de que o biossensor compreende eletrodos interdigitados ou eletroquimicos.

11. Kit diagndéstico CARACTERIZADO pelo fato de que compreende (a) o
biossensor como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8 e

(b) um dispositivo de processamento de dados que compreende meios para
receber o sinal eletrénico, analisando o sinal eletrénico, gerando uma saida do sinal
eletrénico para um usuario.

12. Kit, de acordo com a reivindicagcdo 11, CARACTERIZADO pelo fato de
que o parametro fisico-quimico é selecionado do grupo de corrente elétrica, impedan-
cia ou capacitancia.

13. Método para detectar simultaneamente mais de uma espécie de nema-
toide CARACTERIZADO pelo fato de que compreende

(a) incubacdo de um analito compreendido em uma amostra de solo na ca-
mada de biorreconhecimento do biossensor como definido em qualquer uma das rei-
vindicacdes 1 a 8;

(b) aplicagdo de corrente elétrica a um ou mais eletrodos do biossensor
como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8;

(c) variagao da frequéncia da corrente;

(d) medigao do parémetro fisico-quimico com um dispositivo de processa-
mento de dados como definido na reivindicagédo 11.

14. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que a variagao percentual do parametro fisico-quimico medido € calculada ou seus
valores s&o analisados com o uso de um método estatistico multivariado.

15. Meétodo para preparacdo de um analito adequado para uso no meétodo

como definido na reivindicagdo 13 CARACTERIZADO pelo fato de que compreende
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(@) uma separacéo fisica do nematoide e ovos de nematoides com o uso de
peneiras, a fim de concentrar os nematoides e ovos de nematoides da amostra de
solo e eliminar o solo e matéria organica da amostra de solo;

(b) extracdo das proteinas dos nematoides e ovos de nematoides isolados
na etapa (a) por homogeneizagéao;

(c) incubacdo do extrato de proteinas de nematoides com os eletrodos
como definidos na reivindicagéo 1;

(d) realizagdo das medidas de impedancia elétrica ou eletroquimica pela
aplicagao de um sinal elétrico alternado ao eletrodo.

(e) identificacdo da espécie de nematoide com base nos valores de impe-
déncia em comparagao com um sinal de referéncia, empregando um método estatis-
tico multivariado.

16. Meétodo, de acordo com a reivindicagdo 15, CARACTERIZADO pelo fato

de que o método & executado em um campo agricola ou estufa.
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Figura 1 — Grafico de score da analise de componentes principais obtida pela
combinagao de dois conjuntos sensoriais — eletrodos com filme organico e eletrodos
com SAM — para a discriminacdao de amostras sem periodo de incubagao. Para cada

grupo de amostras € mostrada a elipse de confianca 95%
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Figura 2
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Figura 2 — Grafico de barras mostrando a variagao percentual na impedancia
do biossensor construido para a espécie P. brachyurus. O biossensor foi testado com
uma amostra positiva (contendo as proteinas alvo) e duas amostras negativas (con-

tendo proteinas das espécies M. javanica ou H. glycines).
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Figura 3
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Figura 3 — Dependéncia linear entre a variagao percentual da impedancia e
do log da concentragdo de proteinas (espécie M. incognita) — Curva de calibragéo

obtida por regresséo linear com ajuste R?= 0,999.
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RESUMO

“BIOSSENSORES PARA A IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE
NEMATOIDES”

A presente invencio fornece um sistema biossensor compreendendo um ou
mais eletrodos capazes de converter um sinal fisico-quimico transduzido de uma ca-
mada de biorreconhecimento em um sinal eletrénico; uma camada de biorreconheci-
mento compreendendo biomoléculas imobilizadas em um ou mais eletrodos capazes
de se ligar ao analito especifico da espécie de nematoide, bem como um método para

detectar simultaneamente mais de uma espécie de nematoide.
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