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RESUMO 

 

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR IMPEDIMÉTRICO PARA 

DETECÇÃO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BASEADO EM ÁCIDO 

MERCAPTOBENZÓICO (AMB) E NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS. 

 

No presente trabalho foi desenvolvido um sistema de detecção eletroquímica, baseado 

num biossensor impedimétrico para detecção do Mycobacterium tuberculosis (MTB). 

Na superfície do eletrodo de ouro foram testadas dois tipos de sonda de tuberculose 

(TB), inicialmente foi imobilizado na superfície do eletrodo a poli (alilamina)-(PAH) 

com a nanopartícula magnética (NpsFe3O4) e o primer de tuberculose(TB) para 

montagem da sonda de TB. Na montagem da segunda sonda foi utilizado o ácido 

mercaptobenzóico (AMB) com a nanopartícula magnética (NpsFe3O4) modificada com 

o aminopropiltrimetoxisilano (ATPES) e o primer de TB modificado com o 

glutaraldeído (Glut). O objetivo da utilização dessas modificações foi no intuito de 

avaliar qual das plataformas montadas apresenta uma melhor sensibilidade para a 

detecção do genoma do MTB. A interação das sondas-genoma foi realizada utilizando o 

par redox [Fe (CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3- 

. A montagem da sonda foi realizada com deposição 

de PAH no eletrodo por 20 minutos em seguida a NpsFe3O4 também por 20 minutos e 

posteriormente o primer de TB por 30 minutos. Para o segundo modelo o AMB foi 

depositado na superfície do eletrodo por 2 minutos em seguida a NpsFe3O4 modificada 

com ATPES por 4 minutos e por fim o Glut-primer de TB por 30 minutos. Nesta 

plataforma foram avaliadas as variações das concentrações do primer de TB que foram 

de (6, 12, 20, 30 e 40ng) além da variação do tempo que foi de (1, 5, 10, 20 e 30 

minutos), como também a avaliação do controle negativo que utilizou o genoma do 

Schistossoma mansoni. Cada sensor foi avaliado pelas técnicas de voltametria cíclica 

(VC), espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) para avaliação do 

comportamento eletroquímico dos sensores,como também pela microscopia de força 

atômica (AFM) que foi utilizada para o sensor contendo o AMB. O sensor em presença 

da PAH apresentou uma baixa sensibilidade tanto em VC como EIE. O biossensor com 

o AMB apresentou uma melhor sensibilidade como também frente ao MTB e ao 

controle negativo. Este sensor apresentou uma diferença de potencial notável além de 

uma maior transferência de carga elétrica do sistema para montagem da sonda de TB 

além de um sinal distinto frente ao controle negativo. As plataformas em presença de 

(PAH e AMB) avaliadas a que apresentou uma melhor resposta com excelente 

sensibilidade foi em presença do AMB. Esta pode ser empregada para identificação do 

genoma do MTB. 

 

PALAVRAS-CHAVES: Tuberculose, Biossensor, Impedância, Voltametria,  



 

 

ABSTRACT 

 

BIOSENSOR IMPEDIMETRIC DEVELOPMENT FOR DETECTION OF 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BASED MERCAPTOBENZOIC ACID 

AND MAGNETIC NANOPARTICLES.  

 

In this work an electrochemical detection system, based on impedimetric detection of 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) biosensor was developed. On the surface of the 

gold electrode probe of two types of tuberculosis (TB) have been tested, initially was 

immobilized on the electrode surface of poly (allylamine)-(PAH) with magnetic 

nanoparticle (NpsFe3O4) and the primer of tuberculosis (TB) for mounting the probe 

TB. In the assembly of the second probe mercaptobenzoic acid (AMB) with a magnetic 

nanoparticle (NpsFe3O4) modified with aminopropyltrimethoxysilane (ATPES) and 

primer TB modified with glutaraldehyde (Glut) was used. The purpose of these 

modifications was the use in order to evaluate which mounted platforms presents a 

better sensitivity for the detection of MTB genome. The interaction of the probes, 

genome was performed using the redox couple [Fe (CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3- 

. The probe 

assembly was performed with the electrode PAH deposition for 20 minutes followed by 

the NpsFe3O4 for 20 minutes and also after the primer TB for 30 minutes. For the 

second model of the AMB was deposited on the electrode surface for 2 minutes and 

then the modified NpsFe3O4 ATPES for 4 minutes and finally the primer Glut-TB for 

30 minutes. This platform was evaluated variations of the primer concentrations that 

were TB (6, 12, 20, 30 and 40ng) plus variation of the time it was (1, 5, 10, 20 and 30 

minutes), as well as the assessment of negative control used the genome of Schistosoma 

mansoni. Each sensor was evaluated by cyclic voltammetry (CV), electrochemical 

impedance spectroscopy (EIS) to evaluate the electrochemical behavior of the sensors, 

as well as by atomic force microscopy (AFM) that was used for the sensor containing 

the AMB. The presence of PAH sensor has a low sensitivity in both VC and EIS. The 

biosensor with AMB showed better sensitivity but also against MTB and the negative 

control. The sensor showed a remarkable potential difference and a greater transfer of 

power to the system load TB probe assembly including a distinct signal compared to 

negative control. The platforms in the presence of (PAH and AMB) evaluated that 

showed better response with excellent sensitivity was in the presence of AMB. This can 

be used for identification of MTB genome. 
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CAPÍTULO I 

1. INTRODUÇÃO 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada pelo Mycobacterium 

tuberculosis que é uma bactéria patogênica sendo está uma das principais causas de 

morte (Torres-Chavolla et al, 2009),cerca de um terço da população humana é infectada 

com a tuberculose em todo o mundo (World Health Organization, 2003). A TB é um 

problema de saúde pública e pode surgir como complicação oriunda da síndrome da 

imunodeficiência adquirida. A partir daí vem à necessidade de empregar um diagnóstico 

rápido para que seja iniciado o tratamento da infecção e consequentemente ocorre o 

controle da infecção, pelo fato de que um paciente que tenha adquirido a TB e não 

esteja em tratamento pode transmitir está doença em média para 12-15 pessoas/ano 

(Yeo et al., 2009). 

Os métodos tradicionais para diagnostico da tuberculose são divididos em: 

bacteriológicos, radiológicos, moleculares e imunológicos. Os métodos bacteriológicos 

são constituídos pelo exame direto e o de cultura. O primeiro é a baciloscopia em que a 

visualização do bacilo após sua fixação na lamina é feita por Ziehl-Nielsen numa 

coloração especifica (ZN) (Brasil 2008). Esta técnica apresenta sensibilidade limitada, 

pois necessita de 5.000 a 10.000 bacilos por mL de amostra de escarro para obtenção do 

resultado positivo possibilitando na obtenção de resultados falso-negativos (Castelo 

filho et al., 2004; Lima et al., 2008). O método de cultura que é realizado através do 

isolamento do M. tuberculosis permite a confirmação do diagnostico de TB ( Arnold 

2007). Esta técnica apresenta limitação, pois requer de 3 a 8 semanas para obter o 

resultado por esse motivo ocorre retardo no diagnostico e no tratamento do individuo 

(American Thoracic society, 2000). O método radiológico constitui diagnostico por 

imagem da radiografia do tórax apresenta facilidade na sua realização fornecendo 

informações concisas sobre a investigação da tuberculose no paciente. Mas 15% dos 

casos de TB pulmonar não apresentam informações radiológicas o que compromete a 

empregabilidade desta técnica além da necessidade de um método que não apresente 

restrições (Comissão de tuberculose da sociedade brasileira de pneumologia e fisiologia, 

2009). O método molecular é realizado pela reação em cadeia da polimerase (PCR) que 

propõe a amplificação do DNA da fita simples ou dupla ou também do RNA para 

diagnostico da TB e com isso fornece um diagnostico precoce para estabelecimento do 

tratamento( Almeda et al., 2000; Broccolo et al., 2003; Melo et al., 2005; Green et al., 
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2009). A sensibilidade desta técnica está relacionada com o numero de copias da 

sequencia alvo presente no genoma do patógeno (Poroca et al., 2009). Já o método 

imunológico é realizado pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) que é bastante utilizado 

para detecção de reações entre os anticorpos do soro humano e os marcadores 

antigênicos do M. tuberculosis (Pereira Arias Bouta et al.,2003). 

O uso de métodos com ácidos nucléicos são importantes para o diagnóstico e no 

monitoramento de doenças infecciosas (Karaa et al., 2009). Os recentes avanços em 

biossensores baseado na hibridização de ácidos nucléicos têm levado ao 

desenvolvimento da tecnologia em genossensores para as análises da sequência de DNA 

(Erdem et al., 2000). Especificamente, os biossensores eletroquímicos baseados em 

hibridização demonstram grande promessa para a identificação de patógenos, detecção 

de polimorfismos e determinação de sequência genômica (Wong et al., 2005). 

Diversas técnicas incluindo a espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) 

e a voltametria cíclica (VC) têm sido amplamente aplicadas (Oliveira et al., 2011), com 

propósito de complementar os estudos na bioeletroquímica (Oliveira et al., 2008) para 

desenvolvimento de biodispositivos (Oliveira et al., 2008). Em adição, a ressonância de 

plásmons de superfície e microbalança de cristal de quartzo também têm sido utilizadas 

para o desenvolvimento de genossensores. As técnicas eletroquímicas oferecem 

sensibilidade e seletividade com baixo custo para a detecção de sequências de DNA 

associadas a doenças humanas (Zhang et al., 2006) apresentando uma capacidade 

atrativa em converter o evento de hibridização em um sinal analítico (Xue et al., 2007). 

É crescente o interesse da utilização de partículas magnéticas para imobilização 

de biomoléculas por apresentar biocompatibilidade e superparamagnetismo além de 

fornecer eficiente contato entre o biocatalisador e seus substratos (Lu et al.,2006; Huang 

et al.,2008). Porque as nanopartículas metálicas apresentam características como: 

relação de grande superfície para volume, atividade de reação de superfície elevada, alta 

eficiência catalítica além de uma forte capacidade de adsorção, como também apresenta 

uma variedade de aplicações biomédicas e tecnológicas (Kurlyandskaya et al.,2007; 

Zhang et al.,2008). 

Desta forma, partículas magnéticas, como por exemplo, nanopartículas de óxido 

de ferro (NPsFe3O4) têm sido utilizadas como alvo de estudo para a imobilização de 

biomoléculas devido às suas propriedades que as tornam elementos essenciais para o 

desenvolvimento de sistemas biossensíveis. 
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As aplicações para o desenvolvimento de genossensores incluem a possibilidade 

da detecção de patologias, tal como a TB em indivíduos com infecção aguda ou latente. 

Além disso, com uma sonda para a TB imobilizada no sistema NPsFe3O4 e matriz 

polimérica de hidrocloreto de poli(alilamina)  (HPA) e ligada covalentemente 

esperamos desenvolver um sistema sensível através do aumento da área eletroquímica 

das superfícies avaliadas. 

O HPA é um polímero catiônico com vários grupos aminas ionizáveis em sua 

estrutura, o que permite a modificação química covalente e interação eletrostática com 

biomoléculas. Em adição, os compósitos formados por nanopartículas metálicas e 

polímeros são um exemplo de nanomaterial que possuem a capacidade de melhorar o 

sinal elétrico (Ahn et al., 2005). Desta forma, o HPA presta-se para o estudo da 

interação da sonda de TB na superfície do sistema NPsFe3O4-HPA para detecção e 

reconhecimento do genoma do Mycobacterium tuberculosis. Além disso, a 

possibilidade de imobilização covalente da sonda em camadas automontadas de ácido 

mercaptobenzóico e NPsFe3O4 torna-se uma estratégia promissora para o 

desenvolvimento de biodispositivos, sendo assim uma possibilidade de comparação de 

modificação de superfície eletroquímica por adsorção física e modificação covalente. 

Desta forma, os sistemas NPsFe3O4-HPA-sondaTB e NPsFe3O4-sondaTB poderão ser 

aplicados para detecção de M. tuberculosis em amostras de pacientes contaminados. 
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 CAPÍTULO II 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Tuberculose: Aspectos epidemiológicos 

   A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa transmissível mais antiga do 

mundo, com a existência de relatos que evidenciam essa patologia em esqueletos 

humanos datados de 8.000 a 5.000 a.C. na França, Itália, Alemanha, Dinamarca e 

Jordânia, e em múmias egípcias de 3.500 a 4.000 a.C. que apresentaram deformidades 

sugestivas de tuberculose vertebral (Coberly, Chaisson, 2011).  

Quadros clínicos que se assemelhavam a tuberculose já eram descritos por povos 

orientais, como os Hindus e Chineses, desde 2.000 a.C. Hipócrates, o pai da medicina, 

descreveu em 380 a.C. a doença como definhamento devido às lesões caseosas que ela 

provocava (Conde et al., 2002).  

  A partir de 1478, época Renascentista, houve o aprofundamento do estudo da 

histopatologia da TB. Em 1547 Andréas Versalius, publicou a primeira obra de 

anatomia humana, baseada em dissecações reais, onde foi observado que indivíduos 

falecidos por tuberculose apresentavam, na maioria das vezes, lesões em suas cavidades 

pulmonares características de TB. Com a Revolução Industrial no século XVIII, a 

tuberculose passa a ser considerada uma epidemia, devido ao surgimento de cidades 

populosas, desorganizadas, como também o trabalho exaustivo do proletariado em 

fábricas com péssimas condições de trabalho e falta de higiene, disseminando deste 

modo pela Europa, Américas e na África (Kritiski et al., 2000).  

Robert Koch finalmente isola o agente causador da tuberculose, o 

Mycobacterium Tuberculosis (MTB) por volta de 1882 que é comumente conhecido 

como bacilo de Koch, recebendo mais tarde o Prêmio Nobel de Medicina. A descoberta 

de Koch forneceu subsídios para que outros pesquisadores desenvolvessem novas 

terapias mais eficazes para o tratamento de pacientes com tuberculose (Ducati et al., 

2006). 

             Os primeiros indícios da TB no Brasil foram datados por volta da época do 

descobrimento, trazida por colonizadores jesuítas e escravos africanos. Pelo contato 

com esses povos os índios adquiriam a TB, por não terem imunidade contra a doença, 
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morriam rapidamente o que dizimou muitas tribos indígenas em um curto período de 

tempo (Ribeiro, 1971). 

             Nos anos 60 foi desenvolvido um esquema tríplice eficaz composto por três 

antibióticos: estreptomicina, isoniazida e ácido aminossalicílico com duração de 18 a 24 

meses imposta no Brasil pelo professor Hélio Fraga, e na década de 80 foram 

modificados os antibióticos e passou-se a utilizar rifampicina, isoniazida e pirazinamida 

e o tratamento foi encurtado para 6 meses (Conde et al., 2002). 

            Devido ao avanço do conhecimento as nações acreditavam que a TB estaria 

erradicada no fim do século XX ou pelo menos estaria confinada em países pobres. 

Entretanto, a ocorrência de intensos movimentos migratórios populacionais como 

também a falta de sistemas públicos de saúde eficazes, crises econômicas, a 

marginalização crescente das populações rural e urbana e a crescente expansão da 

epidemia da AIDS, dificultou o controle da tuberculose (Conde et al., 2002). 

 A tuberculose é uma das doenças mais mortal do mundo, pois em cerca de 1,7 

milhões de óbitos registrados anualmente tem sido identificada como uma das principais 

causas de morte entre pacientes HIV positivos (Who, 2009). Aproximadamente, 95% 

dos casos de TB ocorrem nos países em desenvolvimento, países esses que detêm 98% 

dos casos de mortes mundiais pela doença (Khan et al., 2006, OMS, 2009). 

Já o Brasil ocupa a 19º posição entre os 22 países com registro de tuberculose 

com cerca de registrados 89.626 casos em 2009, sendo 74.470 da forma pulmonar 

(Brasil/Ministério da Saúde/2009; Ruffino-netto, 2002; Who, 2010).  Ao analisar os 

casos, a região Nordeste apresenta cerca de 12,4% de incidência por 100 mil habitantes 

(Brasil/Ministério da Saúde/2009). Os fatores responsáveis pelo aumento da incidência 

desta infecção estão relacionados à multirresistência às drogas, aliada com uma grande 

desigualdade social, como também consumo de álcool, drogas e pacientes 

imunodeprimidos (Ducati et al., 2006; Brasil/Ministério da Saúde/2009). 

          No estado de Pernambuco, foram confirmados 505 casos de tuberculose até o 

final de março, no ano de 2011. Numa ocorrência de 4.230 casos novos da doença ao 

ano, o que coloca o estado em 4° lugar a nível nacional em taxa de incidência da 

doença, com o 2° lugar geral em mortalidade e 1° lugar em número de casos no 

Nordeste, tendo-se como destaque a capital do Recife, com a maior taxa de incidência 

(48,2%). Estes dados estão associados a um alto percentual de abandono do tratamento 

(Tuberculose/Boletim de Vigilância em Saúde/2011). Desta forma, o desenvolvimento 
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de novas estratégias de diagnóstico de TB por meio de biossensores auxilia no 

tratamento e erradicação da doença. 

 

2.2 O agente etiológico Mycobacterium tuberculosis  

Atualmente são encontradas cerca de 120 diferentes espécies de micobactérias 

(Tortoli, 2006). Sendo que estas espécies estão incluídas no gênero Mycobacterium, 

pertencente à família Mycobacteriaceae que compõem a ordem Actinomycetales 

(Frothingham, 1995). 

O gênero Mycobacterium apresenta um alto número de espécies, em que muitas são 

saprófitas do solo, e a minoria das espécies são patogênicas ao homem, causando 

tuberculose como:(M. tuberculosis, M. bovis e M. africannum) e lepra (Mycobacterium 

leprae), (Tortora et al., 2005). A Figura 1 apresenta o Mycobacterium tuberculosis.  

 

Figura1. Mycobacterium tuberculosis. 

 Fonte: http://medicineworld.org/images/blogs/11-2007/mycobacterium-tuberculosis 

 

 

 

 

O M. tuberculosis mede de 1 a 4 μm de comprimento por 0,3 a 0,6 μm de 

largura, apresentar um complexo envelope celular, que é um bacilo imóvel que não 

forma esporos, não produz toxinas seu reservatório é o ser humano (Kritski et al., 2000). 

A Tuberculose é uma doença crônica ou subaguda transmitida por gotículas de 

saliva contendo os bacilos que são emitidos por um indivíduo que esteja infectado com 

a doença esse contado ocorre por meio da tosse, espirro ou fala. Quando inaladas por 

pessoas sadias, podem provocar a infecção tuberculosa podendo apresentar períodos de 
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remissão, retardando o paciente em busca de um serviço médico especializado (Brasil, 

2008; American Thoracic Society, 2000).  

 Com isso pode agravar seu estado clínico e aumentando o tempo de transmissão 

do bacilo na população. As manifestações clínicas da TB dependem de fatores como 

(imunodeficiência, desnutrição, álcool, drogas, entre outras) e suas interações, tem 

influência na apresentação clínica da doença (American Thoracic Society, 2000). 

 

2.4Métodos convencionais para diagnóstico da tuberculose 

 

Baciloscopia 

O diagnóstico da tuberculose é de suma importância para tratamento do 

paciente, controle da doença como também impedir a disseminação da mesma. O 

método mais comum utilizado para o diagnóstico é a baciloscopia que é uma pesquisa 

microscópica de Bacilos Álcool-Ácido Resistente (BAAR) em amostras clínicas de 

escarro (Vieira et al., 2008). Esta técnica apresenta sensibilidade limitada por necessitar 

de 5.000 a 10.000 bacilos por ml da amostra de escarro para obter-se um resultado 

positivo, o que implica na grande possibilidade de resultados falso-negativos. Desta 

forma, um esfregaço negativo não exclui um caso de TB, o que implica de maneira 

negativa para sua utilização (Castelo Filho et al., 2004, Lima et al., 2009). 

 

Cultura 

  Através do método de isolamento do M. tuberculosis realizado pela cultura desse 

bacilo permite o diagnostico da TB (Arnold, 2007). Para realização do meio de cultura é 

utilizado o Leowenstein-Jessen que propicia o crescimento de grande parte das 

micobacterias. O método de cultura é mais sensível que a baciloscopia (API TB 

Consensus Expert Committe,2006). 

  Mas apresenta desvantagens, pois requer cerca de 3 a 8 semanas para obtenção 

do resultado, ocasionando um retardo na obtenção do resultado do diagnóstico, tendo 

como consequências o aumento da propagação da TB e início do tratamento. Portanto, 

26% dos pacientes brasileiros iniciam o tratamento sem confirmação, com base na 

associação de critérios clínicos, epidemiológicos, radiológicos e resposta ao tratamento 

específico (American Thoracic Society, 2000, Noussair et al., 2009, Scherer et al., 

2009). 
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Diagnóstico por imagem 

Essa técnica mais conhecida como radiografia do tórax, é indicada como 

primeiro método utilizado para o diagnóstico da tuberculose quando um paciente é 

suspeito de ter contraído a infecção, por ser de baixo custo e apresentar facilidade de 

realização do exame. Mas em casos de pacientes com TB pulmonar muitas vezes não 

são observadas alterações radiológicas e o destaque está principalmente em pacientes 

imunodeprimidos, já que necessitam de um exame com resposta rápida para o início do 

tratamento (Comissão de Tuberculose da Sociedade Brasileira de Pneumonia e 

Tisiologia, 2009).  

 

Método molecular 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método sensível,especifico e vem 

sendo empregado na detecção de DNA ou RNA de micobactérias presente em amostras 

clinicas como exemplo: escarro,liquido cefalorraquidiano,lavado brônquico entre 

outros(MELLO et al., 2005; POROCA, et al., 2009; LIMA et al., 2009). Esta técnica 

consiste na amplificação de uma região selecionada do DNA de fita simples ou dupla 

além do RNA. Ao amplificar uma sequencia alvo obtém o conhecimento das bases 

permitindo a síntese de oligonucleotideos chamados de primers que atua reproduzindo a 

replicação do DNA in vitro (MELLO 2005). 

A sensibilidade apresentada pela técnica de PCR está ligada ao numero de 

copias da sequência alvo presente no genoma do patógeno, tipo da amostra, forma da 

TB além da escolha de iniciadores e inibidores presentes na amostra clinica (POROCA 

et al.,2009). Em 2003 um estudo realizado por Sarmiento e colaboradores relacionou a 

técnica de PCR para o diagnostico da TB pulmonar com o escarro negativo resultado 

obtido pela baciloscopia, eles concluíram que está técnica não pode ser indicada de 

forma única para o diagnostico de TB, necessitando ser usada com um padrão de 

referencia que combina cultura, critérios clínicos e epidemiológicos do paciente 

(SARMIENTO et al.,2003). 

Já o método imunológico é realizado pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) que 

é bastante utilizado para detecção de reações entre os anticorpos do soro humano e os 

marcadores antigênicos do M. tuberculosis (Pereira Arias bouta et al.,2003). 
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2.5. Biossensores 

Biossensores são dispositivos analíticos que combinam a especificidade de um 

elemento biológico ativo com um transdutor o qual produz um sinal proporcional a 

concentração do analito (Kissinger, 2005). Na Figura 2 encontra-se um esquema geral 

de um biossensor.  

 

Figura 2 – Esquema geral de um biossensor. O analito (losango vermelho) é 

reconhecido pelo biorreceptor (Y verde). Interação resultante é transformada num sinal 

elétrico pelo transdutor e registrado pelo sistema digital de aquisição de dados.  

 

 

 

(Fonte: Monteiro. T.C, 2013) 

 

O elemento biológico é responsável pela especificidade e sensibilidade do 

biossensor (Tothill et al., 2009). A escolha do biorreceptor deve ter em conta o analito a 

detectar, como também sua concentração, natureza da amostra (ex.: gota de sangue, gás, 

tecido) e o tipo de medição a efetuar.  

Os biossensores podem ser classificados em dois grupos catalítico-metabólicos 

ou de afinidade (Fracchiolla et al, 2013). Os biossensores catalíticos são constituídos 

por elementos biológicos enzimas, organelas, tecidos e microrganismos que possuem a 

capacidade de gerar produtos como resultado de sua bioatividade, quando em presença 

de uma molécula-alvo (Fracchiolla et al., 2013). O sinal produzido é proporcional à 

concentração dos produtos formados ou ao calor liberado, durante a atividade 

metabólica.  

Transdutor Sistema Digital de 

Aquisição de Dados 
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Anticorpos          
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Organelas        
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Piezoelétrico      

Magnético         
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P 
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No caso dos biossensores de afinidade a detecção é feita através da ligação 

específica do analito ao elemento biológico, sem produção de metabólitos. Estes 

sensores baseiam-se na afinidade entre anticorpo-antígeno, hibridação entre cadeias de 

DNA complementares e receptores celulares (ex.: afinidade entre neuroreceptores e 

neurotransmissores (Fracchiolla et al., 2013). Para estes biossensores, as interações não 

específicas devem ser minimizadas de forma a garantir que o sinal produzido seja 

exclusivamente proporcional à ligação dos analitos às biomoléculas imobilizadas no 

sensor (Fracchiolla et al., 2013).  

A empregabilidade dos biossensores ocorre em diversas áreas do conhecimento, 

como na medicina, biologia, química, física e farmácia. Também é evidenciado o uso de 

biossensores para monitoramento ambiental, setor industrial e saúde. (Castro et al., 

2003; Bassi et al., 1996). Com relação às vantagens que caracteriza o biossensor ele 

deve apresentar: fácil manuseio, resposta rápida que seja sensível e preciso e para 

analise utilize pequena quantidade de amostra do material e na maioria das vezes possa 

ser reutilizado (Holford et al.,2012; Tothill et al.,2009). Desde seu desenvolvimento os 

biossensores vêm obtendo grande aplicação nos campos da medicina, controle de 

processos farmacológicos, segurança alimentar além da monitorização ambiental 

(Holford et al., 2012; Monošík et al., 2012). No biossensor o transdutor é responsável 

por transformar o sinal biológico em sinal elétrico que pode ser amplificado, medido, 

registrado e analisado. E pode ser classificado com o tipo de transdução utilizado que 

pode ser: eletroquímicos (amperometricos, potenciométricos, condutimétricos), ópticos, 

piezoelétricos ou calorimétricos (Mello et al., 2007).  

Os transdutores eletroquímicos são baseados no movimento de íons e na difusão 

de espécies eletroativas (EMBRAPA 2013). São mais utilizados que os ópticos e 

calorimétricos, pois são estáveis e apresentam screengin rápido, alta sensibilidade e 

possuem vantagem de ser econômico e possibilidade de automação o que permite sua 

aplicabilidade em um grande numero de amostras (MELLO et al., 2007; EMBRAPA, 

2013; THÉVENONT, 2001). E podem ser classificados com o tipo de parâmetro 

aplicado pode ser: condutimétrico, amperométrico e potenciométrico (M.GABIG-

CIMINISKA, 2004; MEHRVAR, 2000). 

Os transdutores amperométricos apresentam funcionamento baseado na medida 

da corrente por uma reação química produzida pelas espécies eletroativas, sujeitas a 

oxidação ou redução no eletrodo. Vai medir a transferência de elétrons do analito para o 

eletrodo ou vice-versa (WANG, 2008; THÉVENONT, 2001). 
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Os transdutores potenciométricos são baseados na determinação da diferença de 

potencial entre o eletrodo e o eletrodo de referência, geralmente utilizam eletrodos de 

gases ou eletrodos de íons seletivos (THÉVENONT, 2001). 

Os transdutores condutimétricos se baseiam nas alterações da condutância. Eles 

associam enzimas catalíticas que durante as reações consomem ou produzem espécies 

iônicas que alteram a condutividade da solução e com isso é possível estimar a 

concentração iônica por meio da condutividade (WANG, 2008; MELLO, 2008). 

Os transdutores ópticos avaliam as alterações de propriedades como: amplitude, 

energia, polarização, fase da luz emitida pelo dispositivo, resultante da interação entre o 

biorrecetor e o analito. O princípio de detecção pode basear-se em colorimetria 

(alteração de cor da amostra), interferometria (diferença de fase entre ondas que 

atravessam a amostra), luminescência e fluorescência (Fracchiolla et al., 2013; Tothill, 

2009). 

Os transdutores piezoelétricos baseiam-se na capacidade de alguns cristais em 

gerar corrente elétrica por resposta a uma pressão mecânica sendo considerada uma 

técnica de análise em tempo real. Esta pressão mecânica pode ser provocada pela massa 

do material adsorvido na superfície do transdutor (Torresi et al., 2000).  Além disso, 

quando acoplada à eletroquímica, os transdutores piezoelétricos têm demonstrado ser 

uma ferramenta poderosa no estudo de reações eletroquímicas que produzem 

modificações na interface eletrodo/eletrólito em uma magnitude suficiente para ser 

detectada.  

Em adição, os transdutores calorimétricos, também chamados de termistores, 

apresentam fundamentos na variação de entalpia do sistema (Thévenot, 2001). A 

detecção de substancias é baseada apenas no calor envolvido nas reações do analito com 

sua substância biológica ativa e são imobilizadas diretamente no sensor que vai detectar 

o calor envolvido na reação química a partir daí quantificar o substrato consumido ou o 

produto formado pela reação (Mello, 2008). 

Os transdutores eletroquímicos são bastante úteis para o desenvolvimento de 

biossensores eletroquímicos sendo mais utilizados devido a sua versatilidade sendo uma 

área de destaque na bioquímica analítica. Seu princípio básico baseia-se no fluxo de 

elétrons entre uma espécie eletroativa e a superfície de um elétrodo. A corrente 

resultante é medida por diferentes técnicas eletroquímicas que variam de acordo com a 

natureza da transdução (Ahmed et al., 2008).  
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Os biossensores eletroquímicos atuam medindo o sinal eletroquímico produzido 

pela interação bioquímica do elemento biológico e analito. A reação bioquímica 

resultante produz ou consome espécies eletroativas (íons ou elétrons), alterando as 

propriedades eletroquímicas da amostra que são detectadas pelo biossensor. O sensor 

utilizado pode ser classificado como potenciométrico (detecta alteração do potencial da 

amostra) amperométrico (mede a corrente gerada entre dois eletrodos por determinado 

potencial) condutimétrico ou impedimétrico (mede alterações de condutividade ou de 

impedância elétrica da amostra (Fracchiolla et al., 2013, Monosik et al., 2012). 

   Os transdutores mais comuns são os amperométricos que atuam medindo a 

corrente produzida durante a oxidação ou redução de um produto reagente sob um 

potencial constante, que resulta em sensores com excelente sensibilidade e um tempo de 

resposta reduzido. Já os transdutores potenciométricos relacionam o potencial elétrico 

com a concentração do analito pela utilização de eletrodos sensíveis a gás ou com uma 

menor frequência os eletrodos seletivos a íons (Guimard et al., 2007). 

A utilização de biossensores eletroquímicos vem obtendo um crescimento 

significativo nos últimos anos, devido seu potencial de aplicação para análise e detecção 

de enzimas, ácidos nucleicos e microorganismos (Arora et al., 2007, Prabhakar et al., 

2008). A escolha do eletrodo de base é importante para o desenvolvimento de 

biossensores, pois existe uma grande variedade de eletrodos de escolha para fabricar 

dispositivos de sensores como os eletrodos de pasta de carbono (Sanchez et al., 2000), 

eletrodos de ouro (Ouerghi et al., 2001) e eletrodos de carbono vítreo (Dai et al., 2003). 

No estudo de imobilização de diferentes biomoléculas para a detecção do 

Mycobacterium tuberculosis, destacam-se o desenvolvimento dos imunossensores e 

genossensores (Liu et al., 2003, Gonzalez et al., 2005, Gao et al., 2004, Das et al., 

2010). Os imunossensores eletroquímicos combinam a alta especificidade dos métodos 

imunoquímicos convencionais com sistemas eletroquímicos fornecendo novos 

conhecimentos para criação de dispositivos sensíveis e simples para detecção do MTB 

(Pathirana et al., 2000). Já os genossensores baseiam-se na biodetecção por meio de 

ensaio de hibridização (Arora et al., 2007).  

      

 2.5.1 Genossensores para detecção da tuberculose  

 

 A fundamentação para genossensor é definida como um dispositivo analítico 

avançado,que exibe a promessa de diagnóstico apresentando uma alta sensibilidade e 
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especificidade,além de serem de baixo custo e podendo ser utilizado para a detecção 

precoce de muitas patologias genéticas(SASSOLAS et al.,2008). Através dos 

genossensores de DNA podem ser arquitetados para detectar qualquer sequência de 

DNA e este sensor pode apresentar uma ou mais menores sequências de DNA com 20 a 

40 pares de bases que são imobilizadas em uma plataforma apropriada. Esta 

imobilização tem como função promover uma modificação especifica de uma das 

extremidades da sequência (5’ ou 3’),ou com a ligação de um linker bifuncional que vai 

se ligar na plataforma e na extremidade da sequência do DNA(BEAUCAGE,2001). 

 Há trabalhos com genossensores,como a criação de um genossensor para 

detecção do patógeno Aeromonas hidrophila com hibridização do DNA utilizando 

voltametria cíclica (TIOCHONIUK et al.,2010). Pesquisadores também desenvolveram 

um genossensor utilizando hibridização direta para detectar mutações do gene BRCA 1 

(do inglês, Breast Cancer 1) que está relacionado ao câncer de mama é um gene 

supressor de tumores que controla o ciclo celular e a proliferação celular 

descontrolada(YIMA et al.,2005).  Ali e colaboradores estudaram um genossensor 

fundamentado em espectroscopia de impedância eletroquímica para leucemia linfocítica 

crônica e foi utilizado como plataforma eletrodos de ouro modificados com 

nanoparticulas de ouro com capacidade de diferenciar uma única base diferente na 

sequência, ou mimatch (ENSAFI et al.,2011). 

Os biossensores de MTB baseados em NpsAu foram criados recentemente para 

um diagnóstico simples e rápido em tempo real. Ensaios colorimétricos utilizando a 

conjugação de NpsAu com sondas de nucleotídeos apresentaram uma detecção rápida e 

sensisibilidade para detecção de MTB com um limite de detecção de 

DNA utilizado no PCR (Batista et al., 2006).  similarmente o DNA patogênico de MTB 

 (Liandris et al., 

2009 

Alguns estudos baseados em imunoensaios com NpsAu para detecção de 

amostras clínicas, demonstraram um aumento na sensibilidade comparado com os 

métodos analíticos tradicionais com detecção de até 50ng de DNA genômico 

(Upadhyay et al., 2006). Em adição, nanomaterais tais como quantum dots e 

nanopartículas magnéticas de óxido de ferro para Mycobacterium sp. também foram 

utilizados para mensuração em amostras clínicas com elevada sensitividade e 

especificidade (Gazouli et al., 2010).  
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As nanopartículas magnéticas também são utilizadas em métodos analíticos e as 

mesmas vêm influenciando em destaque a indústria e aplicações na engenharia. Assim, 

biossensores baseados em nanopartículas de Fe3O4 emergem como uma importante 

ferramenta analítica de diagnóstico que converge para a demanda de elevada 

sensibilidade, detecção em curto intervalo de tempo e controle da doença a nível 

molecular. 

Além disso, nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro tem sido 

utilizadas para aumentar a sensibilidade e especificidade em imagem por ressonância 

magnética (Gupta et al., 2005, Talelli et al., 2009). Este estudo demonstrou que as 

estruturas magnéticas constituem uma ferramenta valiosa para estudar interações 

anticorpo-antígeno e interações parasita-hospedeiro. 

Desta forma, o avanço em novas estratégias de análise, detecção de hibridização 

e modificação de superfícies torna-se necessário para o desenvolvimento de novas 

ferramentas de biodetecção da tuberculose. 

  

3. MODIFICAÇÕES DE SUPERFÍCIES SENSORAS 

 

3.1 Poli (alilamina) e ácido mercaptobenzóico (AMB) 

 A utilização de polímeros na modificação de superfície do eletrodo como na 

imobilização de biomoléculas favoreceu o rápido progresso na área de polímeros 

condutores orgânicos que vem sendo observados desde o final de 1970 por Aizawa e 

Yabuki como pioneiros (Aizawa et al.,1985). 

 Conceituamos polímeros como (poli = muitos e meros = partes) são 

macromoléculas em que sua estrutura mínima é denominada de monômeros que por 

meio de um processo de polimerização ocasionará a formação de uma cadeia de 

monômeros. Sua classificação tem como base seu comportamento em processos 

térmicos, mecanismo de polimerização e estrutura. (Fried 1995). 

 Havendo a possibilidade de inserir na cadeia principais grupos de polímeros  

ionizáveis são chamados de polieletrólitos e de acordo com a carga podem ser negativos 

ou positivos(Dobrynin et al.,2005). Como a poli (alilamina) é um polímero em que sua 

densidade de cargas é dependente dos valores de ph da solução, classificada como um 

polieletrólito fraco pelo fato de quando se ioniza libera contraíons e adquiri carga 

positiva chamada de policátion. (Shiratori et al.,2000; Barros 2006). 
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 Com a formação eletroquímica de camadas de polímeros oferece varias 

vantagens em especial na fabricação de micro-sensores como também da matriz de 

micro-sensores (Schwuhmann,1993). A partir daí tivemos o interesse de utilizar  poli 

(alilamina) na montagem da sonda de tuberculose para que pudéssemos obter um 

melhor sinal elétrico associado a nanopartículas metálicas. 

 

 

Figura 3- Estrutura molecular da poli (alilamina) 

  

                              

 

Além do uso da poli (alilamina) o uso de compostos alifáticos tiolados despertou 

interesse para o desenvolvimento de dispositivos eletroquímicos através da estratégia de 

camadas automontadas. O uso destes compostos apresenta como principal vantagem o 

aumento do desempenho do biossensor devido a presença de grupos tióis no anel 

aromático (Wang H. et al., 2011), enquanto que o grupo carboxílico pode ser utilizado 

para a ligação de biomoléculas (Nuzzo et al., 1990). O ácido mercaptobenzóico pode ser 

utilizado no desenvolvimento de uma plataforma sensora, sendo uma excelente 

alternativa para melhoria do sinal eletroquímico e adsorção química de elementos que 

constituem a camada sensora. 

  

3.2. Nanopartículas magnéticas 

Materiais nanoestruturados podem ser definidos como sólidos que são 

constituídos por elementos estruturais, em sua maioria cristalina e que apresente pelo 

menos um tamanho de poucos nanômetros (Ghandoor et al., 2012).  

De maneira geral os materiais nanoestruturados possuem propriedades 

superiores aos materiais policristalinos convencionais e sólidos amorfos, devido a 

possibilidade de aumento de resistência, dureza, tenacidade e propriedades magnéticas 

inferiores (Ghandoor et al., 2012; Asim et al., 2012). As nanopartículas de oxido ferro 
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são chamadas de materiais granulares por apresentarem em sua constituição 

aglomerados de partícula além de apresentar um comportamento superparamagnético. 

Atualmente, os óxidos de ferro vêm recebendo atenção especial devido a 

potencial aplicação como pigmento contraste em ressonância magnética nuclear (RMN) 

para formação de imagens, ferrofluidos, catalisadores e meios de armazenamento de 

dados. Dentre os óxidos metálicos podemos destacar a magnetita (Fe3O4). 

As nanopartículas magnéticas são de grande importância nas aplicações 

biológicas devido a sua baixa toxicidade em seres humanos, possibilidade de atuar em 

procedimentos diagnósticos como agentes de contraste em imagem por RMN, carreador 

magnético de drogas e hipertermia magnética (Chastellain et al., 2004; Răcuciu et al., 

2006), embora as aplicações terapêuticas ainda estejam sob investigação. 

Processos de imobilização de nanopartículas metálicas em superfícies têm 

relevância para diversos ramos da ciência em especial para a fabricação de dispositivos. 

A imobilização de nanopartículas tem como função promover o aumento da área 

superficial do material a ser imobilizado, fornecendo estabilidade mecânica ao material 

e atuar na estabilidade evitando a agregação de partículas. 

Nanocompósitos magnéticos à base de sílica mesoporosa e magnetita podem ser 

aplicados para a biosseparação de DNA e na extração de RNA de células bacterianas 

(Sem et al., 2006). O método mais utilizado para a obtenção de nanopartículas de 

magnetita é através da química molhada pela síntese de oxidação-precipitação. Nesta 

síntese uma fonte de Fe
2+

 é oxidada de forma controlada para Fe
3+

 numa proporção 

molar de 1:2 e posterior precipitação da magnetita.  

 

3.3. Imobilização do Sistema Sensor 

 Para que ocorra a imobilização do elemento biológico na superfície de trabalho é 

importante  utilização de uma matriz estável com função de prolongar o tempo de vida 

operacional, como também aumentar a termoestabilidade do biorrecetor (Susanto et al., 

2013). No geral, o biorrecetor é um elemento frágil, susceptível de degradação ou 

inativação, ocasionado por alterações de ph, temperatura como também pela presença 

de outras espécies reativas (Newan et al.,2006). 

 É importante que na escolha do suporte de imobilização seja levada em 

consideração a natureza do elemento biológico, assim como, o tipo de medição a ser 

realizado, além das condições do meio em que o dispositivo será utilizado e a natureza 

da amostra.  
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Na construção de biossensores é empregada uma variedade métodos de 

imobilização de biomoléculas em superfícies, destacando-se os métodos físicos 

(adsorção física) e químicos (adsorção química). A adsorção física baseia-se na 

interação entre o suporte e a biomolécula sendo fraca, podendo ocasionar a perda do 

material biológico, como exemplos podemos citar a adsorção, encapsulação e 

imobilização em matrizes. A adsorção química é mais complexa necessitando o uso de 

solventes adicionais, sendo a força de interação superior devido a presença das ligações 

covalentes, o que proporcionam distribuição e densidade homogênea de biomoléculas. 

Além disso, a adsorção química promove uma maior reprodutibilidade e 

homogeneidade da superfície do sensora reduzindo ou eliminando as situações de 

instabilidade, difusão ou agregação de biomoléculas (Susanto et al.,2013; Moyo et 

al.,2012; akai et al.,2009). 

A imobilização de biomoléculas por ligação covalente consiste em ligações de 

grupos não ativos das biomoléculas, ou seja, não essenciais para sua atividade catalítica 

(no caso de enzimas), e grupos reativos (grupos funcionais ou espaçadores), como 

hidroxila, carboxila, amino, tiol, glutaraldeído, carbodiimina, ligados na superfície 

sólida do suporte insolúvel (Thevenot et al., 2001). Os suportes podem ser materiais 

inorgânicos, naturais ou polímeros sintéticos (Sassolas et al., 2011). 

 Os agentes mais utilizados para o processo de imobilização do sistema sensor 

são: N-ethyl-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida(EDC),que atua aperfeiçoando a 

durabilidade das ligações na superfície do biossensor (Berdran et al.,2010). Em adição, 

a N-hydroxisuccinimida(NHS) oferece ésteres ativos e apresentam baixa toxicidade 

(Olde et al.,1996; Zeeman et al.,1999; Saito et al.,2004; Chen et al.,2011). 

A ligação covalente por meio destes reagentes se dá pela ativação inicial da 

superfície usando reagentes multifuncionais, destacando-se as carbodiiminas, como 

pode ser observado na Figura 4. Em seguida é realizado o acoplamento da biomolécula 

ao suporte ativado e remoção do excesso e biomoléculas não ligadas (SASSOLAS et al., 

2011). 
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Figura 4- Representação do processo de modificação química da superfície 

eletroquímica por meio de ativação com carbodiimida. 

 

   

 

 

 

Neste trabalho, utilizamos o ácido maecaptobenzóico como espaçador que 

fornece grupos-COOH para ligação com NPsFe3O4 aminado e sonda modificada com –

NH2 ativados por meio de carbodiimida e N-hidroxisuccinimida.  

 

4. MÉTODOS ELETROQUÍMICOS 

Os processos que ocorrem por transferência de elétrons através da interface 

eletrodo/eletrólito, são mediados por reações de oxi-redução e governadas pelas leis de 

Faraday. A referida lei está baseada nas quantidades de substâncias liberadas ou 

acumuladas no eletrodo de uma célula e são diretamente proporcionais a quantidade de 

carga que passa através da solução e as quantidades de diferentes substâncias que são 

depositadas ou liberadas, sendo proporcionais aos seus equivalentes, e representada 

como:  

                                    m=MQ/nF                 (1) 

onde m é a massa da substância,  M a massa molar, n é o número de elétrons envolvido 

na reação redox, F é a constante de Faraday e Q é a quantidade de carga que flui pela 

célula quando uma corrente é mantida por um intervalo de tempo ∆t:   

                                                 (2) 

Na área superficial do eletrodo ocorrem dois tipos de processos denominados de 

faradáicos e não-faradáicos. O primeiro está relacionado a processos que envolvem 
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transferência de elétrons através da interface metal-solução, resultando na oxidação ou 

redução. Estas reações que ocorrem são mediadas pela lei de Faraday (onde a corrente é 

proporcional a quantidade de eletricidade) são denominadas de processos faradáicos 

(Bard et al., 2000). Eletrodos em que ocorrem esses processos são chamados de 

eletrodos de transferência de carga. Sob certas condições uma interface de eletrodo 

solução não apresentando transferência de carga e essas reações passam a ser 

consideradas termodinamicamente desfavoráveis.  

Processos não- farandáicos são os processos de adsorção e dessorção a interface 

do eletrodo, através do potencial ou da composição da solução pode alterar a solução. A 

carga não atravessa a interface e a corrente externa pode fluir quando o potencial, área 

do eletrodo ou a composição da solução mudar. Os efeitos presentes nos processos não-

faradaicos são importantes para obtenção de informações sobre a transferência de carga 

e reações associadas (Bard et al., 2000).  

  A carga não pode atravessar a interface de um eletrodo idealmente polarizado 

quando o potencial é alterado, desta forma o comportamento da interface eletrodo-

solução é análogo a de um capacitor (Bard, et al., 2000). Podemos definir um capacitor 

como elemento do circuito elétrico formado por duas placas condutoras separadas por 

um material dielétrico e seu comportamento é regido pela seguinte equação: 

                                                             C=q/E      (3) 

Onde q é a carga armazenada sobre o capacitor (coulombs, C), E é o potencial que 

atravessa o capacitor (volts, V) e C é a capacitância (Faraday, F).  

Quando se aplica um potencial em um capacitor, a carga é acumulada sobre este 

metal até que satisfaça a equação q/E = C. Esta carga é constituída por um excesso de 

elétrons sobre uma das placas e uma deficiência de elétrons sobre a outra, em que a 

magnitude da corrente depende da resistência do circuito (Bard et al., 2000).  

A carga presente sobre o metal pode ser positiva ou negativa dependera da 

solução. Esta solução pode ser constituída pelo excesso de cátions ou anions,como 

também do potencial ou dos componentes da solução. É denominada de dupla camada 

elétrica o arranjo das espécies e a orientação do dipolo existente na interface metal-

solução (Bard et al., 2000). 

 

4.1. Espectroscopia de impedância eletroquímica- EIE 

 A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) é um método de análise 

que atua na caracterização da impedância de um sistema, sensível a fenômenos de 
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superfície como também de alterações das propriedades dielétricas do meio. Devido a 

estes fatores a EIE é uma técnica relevante na área dos biossensores e importante como 

método de detecção da ligação entre o elemento de reconhecimento do sensor e o 

analito (Pänke et al., 2008; Lisdat and Schäfer, 2008). 

A técnica de EIE oferece diversas vantagens tais como baixo custo, rapidez e 

facilidade de instrumentação. A EIE vem sendo empregada em genossensores, devido 

ao melhoramento da transferência de elétrons que ocorre durante o processo de 

hibridização do DNA. 

A impedância de um sistema é determinada através do registro da corrente em 

resposta à aplicação de uma tensão sinusoidal de baixa amplitude (geralmente 5-250 

mV). A impedância (Z) pode ser definida como o quociente entre a tensão aplicada (V) e 

a corrente gerada (I) em função do tempo (t) ( Berggren et al., 2001; Pänke et al., 2008., 

Lisdat, F. & Schäfer, et al 2008). A impedância é um valor complexo, uma vez que a 

tensão e a corrente podem variar tanto em amplitude como em fase. A impedância pode 

ser expressa pelo seu módulo (|Z|), desvio do ângulo de fase ou pela sua parte 

imaginária (ZIm) e parte real (ZRe) (Figura 5) (Berggren et al., 2001; Pänke et al., 

2008). Além disso, f é a frequência (Hz), φ é o ângulo do desvio de fase (º) entre a 

tensão V(t) e a corrente I(t). Em adição, há a tan(φ ) que se refere a tangente de perdas. 

Esta técnica é utilizada para descrever a resposta de sistemas que são 

constituídos por capacitâncias, resistências e indutâncias. Através das medidas de 

impedância e ângulo fase há possibilidade de avaliar processos como transporte de 

carga incluindo a velocidade de transferência, condutividade de filmes, capacitância 

redox e dupla camada, coeficientes de difusão de portadores de carga, dentre outros 

(Jiang et al., 2000).  
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Figura 5- Representação esquemática do diagrama da impedância de Nyquist. 

 

 Para extrair informações dos dados de impedância são utilizados diferentes 

circuitos equivalentes ou modelos matemáticos. A aplicabilidade dos circuitos 

equivalentes permite simular o comportamento da célula eletroquímica em termos dos 

componentes de um circuito convencional. A EIE vem sendo aplicada em vários 

estudos eletroquímicos tais como cinética do eletrodo, estudos de dupla camada, 

processos em bateria, investigação sobre processos de corrosão, eletroquímica em 

estado solido e bioeletroquímica (Fey et al., 2003; Wang et al., 2001; Salkind et al., 

2003, Cheng et al., 2000).  Aplicação analítica tem crescido em investigações de 

hibridização de oligômeros de DNA, por meio do acompanhamento da impedância total 

do sistema. Esta analise só é possível porque a impedância total do sistema está 

associada ao aumento do componente capacitivo do sistema, como resultado de 

mudanças na densidade e mobilidade de íons associados com a reação de hibridização 

(Guiseppi-Elie et al., 2004).  

 

 4.2. Voltametria cíclica-VC 

A voltametria cíclica (VC) é uma técnica utilizada para obter informações 

qualitativas sobre os processos eletroquímicos. Sua eficácia é resultante da obtenção 

rápida de informações sobre a termodinâmica de processos redox, da cinética e de 

reações heterogênea de transferência de elétrons como também das reações acopladas a 

processos adsortivos (Brett & Brett,1993).  
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Esta técnica baseia-se no registro de curva de corrente-potencial (voltamograma) obtida 

pela eletrólise de uma espécie em que a intensidade de corrente que flui através de um 

elétrodo é medida em função do potencial aplicado a esse elétrodo. O potencial (E) é 

aplicado em forma de varredura e varia a uma velocidade constante em função do 

tempo. Os sistemas voltamétricos estão fundamentados na utilização de potenciostatos 

que servem para controlar o potencial aplicado ao elétrodo de trabalho e permitem a 

medição da intensidade de corrente que se estabelece numa célula eletroquímica 

constituída por três elétrodos (Figura 6).  

 

Figura 6- Representação esquemática de uma célula eletroquímica com três elétrodos: 

elétrodo de trabalho (WE); elétrodo de referência (RE); elétrodo auxiliar (CE). Fonte: 

http://br.images.search.yahoo.com/images/view. 

 

 

 

É imprescindível a escolha do elétrodo para o desempenho da técnica 

voltamétrica, nomeadamente na construção de biossensores. Atualmente, o 

desenvolvimento de elétrodos de trabalho quimicamente modificados veio minimizar 

várias limitações que os sensores eletroquímicos que apresentavam a passivação gradual 

da sua superfície, a cinética de transferência de elétrons entre os analitos e os materiais 

dos elétrodos serem demasiadamente lentos e a dificuldade em discriminar entre 

compostos alvos que possuam características de oxidação-redução similares (Freire et 

al., 2002). 

  Na voltametria cíclica, parte-se de um determinado potencial e faz-se o 

varrimento de uma determinada gama de potenciais. Depois se inverte o sentido, ou 

http://br.images.search.yahoo.com/images/view
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seja, efetua-se o varrimento no sentido inverso da mesma gama de potenciais. O ponto 

de partida e de chegada é o mesmo. Nesta técnica, realiza-se o varrimento de potencial 

direto e inverso em vários ciclos sucessivos observando-se a oxidação e/ou a redução da 

espécie eletroativa (Figura 7). Os parâmetros mais importantes num voltamograma 

desta técnica são os potenciais de pico catódico e anódico e as intensidades de corrente 

do pico catódico e anódico. A principal aplicação deste tipo de técnica é na análise 

qualitativa de processos eletroquímicos.  

 

Figura 7- Voltamograma cíclico típico para sistema reversível. 

 

 

 

Na célula eletroquímica, a corrente passa entre o elétrodo de trabalho e o e 

elétrodo auxiliar, evitando que ocorram distúrbios no eletrodo de referência de modo a 

este assegurar o seu papel sem interferências, que é o de manter o seu potencial 

constante durante as medidas. O fato da área do elétrodo trabalho ser menor faz com 

que o elétrodo de trabalho se polarize, isto é, assuma o potencial que lhe é aplicado. As 

reações que ocorrem no eletrodo são determinadas por dois principais componentes: a 

transferência difusional de massa do analito em solução para a superfície do eletrodo, a 

transferência heterogênea de carga entre o analito e o eletrodo. O elétrodo de referência, 

por possuir uma área grande não se polariza, mantendo o seu potencial constante.  

A aplicação do potencial resulta num aumento do potencial para as regiões mais 

negativas (catódicas) onde ocorre a redução do composto em solução que vai fornecer 
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um pico de corrente proporcional à concentração do composto analisado. 

Posteriormente, quando atingir um valor onde nenhuma reação de redução ocorre, o 

potencial passa agora a ser varrido em sentido inverso até o valor inicial se a reação for 

reversível. Durante este processo os produtos gerados no sentido direto estarão 

localizados próximos à superfície do eletrodo e serão oxidados gerando um pico 

simétrico ao pico de redução. O voltamograma gerado dependerá do tipo de mecanismo 

redox que o composto analisado sofre no eletrodo, fazendo da VC um instrumento 

importante para os estudos mecanisticos (Lojou et al., 2006). 

 

5. MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA 

 No início década de 80 foi criado o microscópio de varredura por sonda e 

posteriormente Being e colaboradores desenvolveram a microscopia de tunelamento 

(Scanning Tunneling Microscopy-STM) (Being et al.,1982). Desta forma, inovando na 

área da microscopia através da obtenção de imagens em nível atômico. Portanto, os 

efeitos quânticos de tunelamento de elétrons previamente conhecidos passaram a ser 

utilizados pela primeira vez na produção de imagens de uma superfície condutora 

(Being et al.,1986). 

 Posteriormente, Being e colaboradores (Being et al.,1982) avançaram com as 

suas descobertas através do acoplamento do STM a um perfilômetro, criando assim um 

novo equipamento em que a ponta varre a amostra ocorrendo a atração/repulsão pelos 

átomos da superfície. Deste modo, desenvolveram o microscópio de força atômica 

(Atomic Force Microscopy-AFM), destacando que sua utilização é vantajosa ao 

possibilitar a realização de medidas em superfície condutoras, semicondutoras e não 

condutoras. A aplicabilidade é destinada a estudos de sistemas biológicos como também 

a realização de medidas em meios líquidos (dos Santos, 2008). A utilização do AFM 

tem permitido a caracterização de superfícies de filmes finos automontados e 

diferenciando antes e após da interação do biossensor com o analito (Zhang et al., 

2006). 

 A constituição do AFM é baseada em uma alavanca (cantilever), uma ponta 

(tip), um fotodetector, o laser e um “scanner” que fornece a movimentação nas três 

direções espaciais (XYZ) onde a amostra é colocada (Figura 8). O feixe do laser é 

ajustado para incidir na extremidade livre superior do cantilever e refletido para o 

fotodetector. A ponta varre a amostra próxima a superfície (Figura 8) e as forças de 

interação amostra–ponta fazem com que o cantilever oscile de acordo com o tipo de 



Costa,M.P.                                      Desenvolvimento de um Biossensor Impedimétrico... 

25 
 

força experimentada, atração ou repulsão. Desta forma, o fotodetector registra essas 

variações ocorridas e esse sinal é enviado para um computador.  

 

Figura 8. Representação esquemática do funcionamento de um microscópio de força 

atômica a ponta varre a amostra, enquanto o laser incide sobre o cantilever sendo 

refletido em direção ao fotodetector. 

 

 

 

 

A Figura 9 ilustra a variação de força em função da distância de separação a partir da 

interação entre ponta e amostra. As forças envolvidas no funcionamento do AFM são do 

tipo van der Waals (Magnov et al 1996). 

 

 Figura 9. Gráfico de força interatômica vs. distância entre a sonda e a amostra 

(extraída de Dotto 2003). 
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Os substratos mais comumente empregados nos estudos com AFM são vidro, 

mica e substratos à base de silício, que podem apresentar um filme metálico sobre a 

superfície. A superfície de mica é comumente utilizada para obtenção de imagens 

topográficas de proteínas por AFM devido ao caráter hidrofílico, ao fato de ser 

atomicamente plano e de possuir alta afinidade por moléculas bioquímicas. Para estudo 

de amostras biológicas é importante encontrar o método adequado de imobilização das 

moléculas no substrato e que não cause alteração estrutural do sistema. Vários trabalhos, 

envolvendo a modificação química de superfícies e imobilização de moléculas, foram 

desenvolvidos para obtenção de imagens topográficas de alta resolução da interação de 

sonda-alvo de DNA com a técnica de AFM, através do monitoramento direto (Ferreira e 

Yamanaka, 2006). 

Pode-se observar que a partir das imagens topográficas é possível observar o 

número de interações entre as moléculas que interagem por meio de hibridização, 

avaliação de interações específicas e não-específicas. 

Desta forma, o AFM vem sendo utilizado como uma ferramenta útil no estudo 

de superfícies modificadas com o intuito de observar biointeração do tipo antígeno-

anticorpo, proteína-carboidrato, hibridização de fitas de DNA e morfologia associado 

aos processos de modificação. 
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CAPÍTULO III 

 

3. OBJETIVOS 

   

 3.1. Geral 

O objetivo principal deste trabalho consistiu em preparar e caracterizar filmes de 

NPsFe3O4-HPA depositados sobre eletrodo de ouro e avaliar a ligação covalente da 

sonda de tuberculose no sistema NpsFe3O4-ácido mercaptobenzóico (AMB), para a 

aplicação como sensor impedimétrico e voltamétrico para a detecção de tuberculose.  

 

   3.2. Específicos 

 

 Avaliação das características eletroquímicas da interação da sonda de 

tuberculose com o sistema NPsFe3O4-HPA;  

  Avaliação da adsorção de AMB sobre o eletrodo de ouro e sua ativação via 

EDC:NHS;  

  Imobilização de NpsFe3O4 aminado na camada automontada de AMB;  

  Avaliação das características eletroquímicas da interação da sonda de 

tuberculose com o sistema AMB-NPsFe3O4 via EDC:NHS;  

  Estudo da viabilidade do sistema AMB-NpsFe3O4-Sonda (tuberculose) para 

detecção por hibridização do alvo de tuberculose e avaliação do controle 

negativo;  

 Análise estrutural dos filmes biológicos de AMB-NPsFe3O4-Sonda 

(tuberculose)-genoma por microscopia de força atômica (AFM);  

  Determinação da capacitância da dupla camada elétrica (Cdl) através de 

cálculos teóricos a partir de resultados experimentais e da resistência à 

transferência de carga (Zre);  

  Determinação das correntes de pico anódicas (ipa) e catódicas (ipc) dos 

voltamogramas cíclicos;  

  Utilização da técnica de EIE para caracterização da interação Sonda-genoma do 

M. tuberculosis. 
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CAPÍTULO IV 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1. Materiais 

A sonda e o genoma do M. tuberculosis foram gentilmente fornecidos pelo 

Aggeu Magalhães por intermédio do Prof. Fábio Melo. O soro de albumina bovina 

(BSA; 98% de pureza) foi obtido da Sigma- Aldrich (EUA). O hidrocloreto de poli 

(alilamina) foi adquirido da SPI supplies (EUA). Cloreto férrico e cloreto ferroso foram 

adquiridos da Vetec (Brasil). Em adição, todos os reagentes e solventes foram de grau 

analítico. 

 

4.2. Síntese da nanopartículas magnética (NPsFe3O4) e obtenção de NpsFe3O4 

modificadas 

As NPsFe3O4 foram preparadas via método de co-precipitação (Vereda et al., 

2002; de Oliveira et al., 2008). Inicialmente, cloreto férrico (0,32 M) e cloreto ferroso 

(0,31 M) foram misturados em solução diluída de HCl (0,45 M) em água deionizada. 

Em seguida, a mistura foi adicionada numa solução de hidróxido de sódio 0,32 M, e 

agitada vigorosamente em temperatura ambiente. Finalmente foi realizada a 

centrifugação para separação das partículas e em seguida lavada com água deionizada. 

Após a obtenção das NpsFe3O4  estas foram adicionadas e imobilizadas  ao sistema 

AMB-EDCNHS,ocasionando modificação da superfície,respondendo  de maneira 

satisfatória.  

 

4.3. Preparação do sistema PAH- NPsFe3O4-Sondatuberculose 

A solução contendo a sonda de tuberculose foi preparada em tampão fosfato de 

sódio (TFS, 10mM em pH 7,4). O eletrodo de ouro polido com alumina 0,5μm e 

sonicado por 1 minuto em água deionizada (Oliveira et al., 2008), e posteriormente seco 

com nitrogênio (N2). Em seguida, o eletrodo foi submetido a um potencial de -0,2 V 

para torná-lo catódico por 2 min. Posteriormente, 10 μL do sistema NPsFe3O4-HPA-

Sondatuberculose foi adicionado à superfície do eletrodo em tempos distintos (5, 10, 15 e 

20 min), em seguida lavado com TFS pH 7,4 e seco. Após obtenção do eletrodo 
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modificado com NPsFe3O4-HPA-Sondatuberculose, este sistema foi submetido à incubação 

com o genoma do M. tuberculosis diluído em TFS (pH 7,4).  

 

4.4. Preparação do sistema AMB-MNPsFe3O4-Sondatuberculose 

 
O AMB foi gotejado sobre a superfície do eletrodoem uma quantidade de 2 μL 

por 2 min e, em seguida, as MNPsFe3O4 foram imobilizadas sobre a camada de AMB 

tendo como agentes ligantes o N-ethyl-3-(3-dimetilaminopropil) (EDC) e a N-

hydroxisulfosuccinimida (NHS) (1:1) por 10min. Posteriormente, 1μL do Primer de TB 

foi imobilizado sobre o sistema AMB-MNPsFe3O4 por 30 min através de EDC:NHS 

sendo obtido o biossistema AMB-MNPsFe3O4-EDC:NHS-PrimerTB . 

 

4.5. Caracterização morfológica 

A análise estrutural foi realizada por um microscópio de força atômica (Agilent 

AFM/STM microscope, Molecular Imaging Picoplus, EUA) dos filmes depositados 

sobre lamínulas de vidro. As medidas foram realizadas em modo não contato (Oliveira 

et al.,2011b). As medidas de AFM foram realizadas sobre lamínulas de vidro 

hidrofílicas após submetê-las a sonicação em etanol, clorofórmio e água e, em seguida, 

secas com nitrogênio e então submetidas a análise. 

 

4.6. Medidas de VC e EIE 

As análises de VC e EIE foram realizadas utilizando um 

potenciostato/galvanostato AUTOLAB 128N (Metrohm, Holanda) numa célula 

eletroquímica convencional de três eletrodos imersos em 20 mL de solução de 10 mM 

ferro-ferricianeto de potássio, K4[Fe (CN)6] / K3[Fe(CN)6] (1:1), a qual atua como sonda 

redox. O eletrodo de trabalho utilizado foi o eletrodo de Au modificado, o eletrodo de 

referência foi Ag∕AgCl saturado com KCl e o contra-eletrodo foi platina. As análises de 

VC foram realizadas em diferentes etapas da construção do biodispositivo, a um 

potencial de -0,2 a 0,7 V e velocidade de varredura de 50 mV.s
-1

. As medidas de 

impedância eletroquímica foram realizadas na mesma solução de ferro-ferricianeto de 

potássio numa faixa de frequência entre 100 mHz a 100KHz com um potencial de 

amplitude alternada de 10mv. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

As análises realizadas de VC e EIE indicaram que a imobilização correta do sistema 

sensor PAH/NpFe3O4/TB e AMB/NpFe3O4/TB na superfície do eletrodo de ouro por 

etapa de adsorção do analito.  As análises realizadas de VC e EIE para os sistemas 

PAH/NpFe3O4/TB e AMB/NpFe3O4/TB, indicaram uma resposta satisfatória para o 

sistema AMB/NpFe3O4/TB, pois em VC obteve uma transferência eletrônica 

satisfatória  e na EIE  um aumento da resposta na transferência de carga. Com relação as 

analises realizadas de VC e EIE para os sistemas PAH/NpFe3O4/TB/MTB não 

respondeu de maneira satisfatória além de apresentar baixa sensibilidade do sensor.   O 

sistema AMB/NpFe3O4/TB/MTB indicou uma resposta satisfatória para o sistema com 

uma excelente sensibilidade do sistema frente ao MTB. As imagens obtidas pelo AFM 

também indicaram a presença do sistema sensor AMB/NpFe3O4/TB como também do 

mesmo frente ao MTB. De modo geral, o Sistema sensor AMB/NpFe3O4/TB foi capaz 

de detectar o MTB, proporcionando uma perspectiva para detecção e tratamento da 

tuberculose.  
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Abstract 

In this work, a genosensor for the electrochemical detection of genomic DNA from M. 

tuberculosis was developed. The biosensor is based on self-assembled monolayers of 

mercaptobenzoic acid (MBA) and magnetite nanoparticles (Fe3O4Nps) on bare gold 

electrode for immobilization of DNA probe. The aim of this work was the development 

of a platform based on cysteine-coated magnetic Fe3O4Nps linked via the carboxylate 

group from MBA to the work electrode surface and subsequently to the DNA probe. 

The probe-genome interaction was evaluated using a [Fe(CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3-

 redox pair. 

Cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were used 

to evaluate the bioelectrochemical behavior of the sensor. Atomic force microscopy 

images showed Fe3O4Nps immobilized across the electrode surface. The interaction of 

the sensor with different genome DNA concentrations resulted in changes in the charge 

transfer resistance, indicating a possible use for tuberculosis detection at low 

concentrations (detection limit of 6 ng. L
-1

).  

 

 

 

 

 

Keywords: biosensor; tuberculosis; nanoparticles; electrochemical impedance 

spectroscopy; cyclic voltammetry. 
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1. Introduction 

Tuberculosis (TB) is a common infectious disease caused by Mycobacterium 

tuberculosis and is one of the most widespread causes of death from a single infectious 

agent. The World Health Organization estimates that millions of new cases are 

discovered every year, resulting in ~2.4 million of deaths. Conventional methods for TB 

diagnosis, such as bacteriological culture, radiographic methods, polymerase chain 

reaction, restriction fragment length polymorphism, immunoassays and southern 

hybridization techniques are expensive, time-consuming and laborious [1]. Diverse 

molecular methods have been developed for the direct identification of TB [2, 3]. Due 

to the precedence of TB as an important public health issue and the spread of drug-

resistant tuberculosis the development of a new and rapid method for diagnosis is 

crucial. TB is a worldwide public health problem which demands new methods for 

diagnosis that include portability, cost-efficiency, and the possibility for reuse. To 

overcome these limitations, electrochemical assays have been used to provide a simple, 

reliable, inexpensive, sensitive, and selective platform for the deoxyribonucleic acid 

(DNA) detection [4].  

Electrochemical biosensors are based on the application of low AC voltage 

overlaid onto a DC bias potential for the sensing electrode, and the AC current obtained 

thereof in the steady state [5]. It is important to note that the applicability of 

electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in the development of biodevices has 

been increasing [6-9]. EIS has become one of the most used techniques for the 

development of biosensors since it is a useful tool to evaluate the interactions between 

biomolecules. In this context, this technique has found diverse applications in distinct 

fields due to its sensitivity and effectivity for analyzing interfacial phenomena in 

modified electrodes, essentially becoming an excellent alternative to traditional methods 
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of diagnosis [10, 11]. Compared to other techniques, one of the advantages of EIS is 

that it provides information about electrode kinetics and the electrical double layer. 

Cyclic voltammetry (CV) is a method that provides the interface information of a 

biologically modified electrode, enabling monitoring of the rate of charge transfer 

between the electrode and the solution [12]. Electrochemical techniques have been 

extensively used to characterize the development of biosensors and to evaluate 

biomolecular recognition [13, 14]. 

Metal oxide nanoparticles exhibit unique properties, such as increased surface 

area, magnetism, chemical reduction, ligand sequestration and optical characteristics 

[15-17]. In general, magnetic nanoparticles have advantages such as good susceptibility, 

dispersibility and the ability to be used in association with other metal nanoparticles to 

obtain new properties without change in its magnetic properties [18, 19]. In addition, 

magnetic nanoparticles covered by a thin gold layer have been used for isolation, 

purification or detection of genomic DNA [20]. In addition, magnetite nanoparticles 

(Fe3O4Nps) offer a versatile tool for the development of DNA-based electrochemical 

sensors [21]. The use of nanotechnology for the development of genosensors has 

attracted attention due to potential applications in forensic identification, epidemic 

prevention and disease diagnosis [22]. 

Self-assembled monolayers (SAMs) have been extensively used in derivatization 

procedures to obtain versatile modified surfaces, offering a molecular dimension with 

organization and homogeneity [23, 24]. Metal surfaces can be modified using SAMs 

based on organic molecules that contain anchor groups such as thiols, disulphides, 

silanes or acids to enhance the biomolecular stability. Mercaptobenzoic acid (MBA) has 

an SH sulfhydryl functional group that interacts with metal surfaces and a carboxylic 

acid group available for covalent interaction with nanostructures and biomolecules. In 
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this point of view, nanostructured sensors are an excellent alternative for new methods 

of diagnosis since they are rapid, inexpensive, sensitive and present accurate 

identification [25, 26]. 

In the present study, we developed a sensitive nanostructured layer based on 

DNA probes chemically attached to Fe3O4Nps that can be used for monitoring the 

hybridization of TB DNA. The proposed sensor requires the use of small volumes and 

low concentrations of analyte. Amino functionalized Fe3O4NPs were bound to the self-

assembled monolayer of the MBA through 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide and N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) coupling. After that, 5´-amino 

modified DNA probes were chemically bound to the Fe3O4Nps-MBA-modified 

electrode using the EDC/NHS coupling method. The modification of Fe3O4Nps with 

aminated groups was important to provide covalent linkage between COOH MBA 

groups and NH2-Fe3O4Nps. This assembly enabled electrode surface modification to 

receive the biological sample in study. In addition, this coverage of the electrode is an 

efficient maintenance tool for the biological structure.  Finally, the obtained sensor 

system was used for specific detection of the genetic material of patients contaminated 

with M. tuberculosis. To the best of our knowledge, this is the first report about TB 

diagnosis using Fe3O4Nps and MBA self-assembled monolayers (SAMs). An overview 

of the fabrication process of the biosensor is shown in Fig. 1. The assembly process and 

sensor assays were characterized by CV, EIS and atomic force microscopy. 

 

2. Experimental 

 

2.1. Materials  
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Ferric chloride, ferrous chloride, potassium ferri- and ferrocyanide were 

obtained from VETEC (Brazil). 3-aminopropyltriethoxysilane (APTS) and MBA were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). All chemicals and solvents were of 

analytical grade and used as received, without further purification. Water used was 

obtained from a Milli-Q plus (Billerica, USA) purification system. TB samples were 

obtained from the stocks at the Laboratory of Parasitology at Aggeu Magalhaes 

Research Center (Recife, Brazil). All samples were previously characterized using RT-

qPCR. The sequence for the amine-modified DNA probes used for the development of 

the biosensor was 5’ - TCAGGGGATGGGGCCTAG - 3’ [27]. 

 

2.2. Synthesis and chemical modification of Fe3O4Nps 

Magnetite nanoparticles were synthesized using the coprecipitation method of 

Fe
3+

 and Fe
2+

 [28]. 0.1 M FeCl3•6H2O and 0.5 M FeSO4•7H2O were mixed in 200 mL 

of water under stirring for 30 min under N2 atmosphere. Subsequently, a 1.5 M NH4OH 

aqueous solution was added into the resulting mixture dropwise until the liquid turned 

blackish, and was left under stirring overnight at room temperature. The synthesized 

magnetite particles were separated using magnetic field. NH2-modified Fe3O4Nps were 

obtained according to the literature [29]. First, 0.2g magnetite particles were dispersed 

in 90mL of ethanol (50%) using an ultrasonic bath. Afterward, 300 L APTES and 500 

L NH4OH were added dropwise to the previous solution. The resulting solution was 

heated to 60˚ C under a stream of nitrogen for 6 hours with vigorous agitation. 

 

2.3. Immobilization of TB DNA probe and hybridization with genomic DNA target 

The bare gold disk electrode (BGE) with  = 2mm (Microchimica, Brazil) was 

polished with alumina powder (0.05 m), sonicated in ultrapure water (18 MΩ cm
-1

) for 
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10 min and air dried. Afterward, 2 L MBA (5%) was dropped on the electrode surface 

until dry to obtain MBA SAMs on gold surface. The carboxylic groups presented in the 

MBA molecules were activated using an aqueous solution containing 0.4 mmol.L
-1

 

EDC and 0.1 mmol.L
-1

 NHS (1:1 v/v) for 20min.  Subsequently, the electrode was 

washed and 2 L Fe3O4Nps was dropped on the MBA-EDC/NHS-modified electrode, 

waiting 10 min to obtain the MBA-EDC/NHS-Fe3O4NPs system. Then, MBA-

EDC/NHS-Fe3O4NPs-modified electrode was activated with glutaraldehyde to allow the 

immobilization of DNA probetuberculosis, incubated for 30 min and washed with 

phosphate buffered saline (PBS). In addition, the specificity of the AMB-Fe3O4Nps-

DNA-probetuberculosis-modified electrode was evaluated against genomic DNA target 

(Fig. 1) at different incubation times (1, 10, 20 and 30 min). 

 

2.4. Electrochemical measurements  

Electrochemical data was obtained by a PGSTAT 128N potentiostat/galvanostat 

(Autolab, Eco-Chemie, Netherlands) interfaced with an analyzer controlled by 

acomputer. The experiments were performed using a three-electrode system in a 

conventional cell composed by a BGE platinum electrode and Ag/AgCl saturated with 

KCl as working, counter and reference electrodes, respectively. 10 mM [Fe(CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3-

 (1:1) solution containing 0.15 M NaCl was used as a redox probe in PBS 

(pH 7.4). CV measurements were performed at potential range between +0.7 V and -0.2 

V at a scan rate of 50 mV s
-1

. EIS frequency ranges were between 100 mHz to 100 kHz 

with amplitude of the applied sine wave potential of 10 mV. Electrochemical 

measurements were carried out at room temperature and inside a Faraday cage. All 

experiments were performed in triplicate using at least three different sensors. 
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2.5. Atomic force microscopy measurements 

Structural analysis of the sensor was performed by an atomic force microscope 

(Agilent AFM, Picoplus Molecular Imaging, USA) [7]. Cantilevers with a silicon AFM 

probe (Multi 75AL, NCHR, resonant frequency = 75 kHz, force constant = 3 N m
-1

) 

were used for the noncontact mode AFM in air at room temperature (approximately 25° 

C). Lateral resolution was set to 512 × 512 pixels in a scan area of 5 × 5 μm. To 

eliminate artifacts, images were obtained from at least two macroscopically-separated 

areas on each sample and analyzed using AFM Gwyddion software [30]. 

 

3. Results and discussion 

 

Morphological analyses 

Atomic force microscopy was used to confirm the self-assembled process of the 

biosensor construction and investigate the changes of the surface morphology of the 

sensor system before and after interaction with TB genomic DNA samples. After the 

adsorption of the Fe3O4Nps nanoparticles on the solid substrate surface, the smooth 

surface morphology of the clean substrate was modified due to the presence of 

dispersed particles (Fig. 1a). It was observed that the small particles had z-average 

diameter values of 15 ± 1.7 nm, similar to previous studies [31]. In sequence, the 

interaction of the Fe3O4Nps with the oligonucleotide sequence resulted in the increase 

of the surface roughness (Fig. 1b) and z-average diameter values of 21 ± 2.2 nm. The 

difference of ~6nm corresponded to the height of oligonucleotides comprised by 18 

bases [32]. Of note, amino groups on the surface of the Fe3O4Nps were used not only as 

covalently linked groups, but also as protective groups [33]. 
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The specific interaction with samples from patients contaminated with TB 

resulted in a dramatic change in the morphology and heterogeneous surface with the 

presence of some peaks, indicating that the TB sample was successfully recognized on 

the sensor surface (Fig. 1c). On the other hand, Fig. 1d shows the morphology for a 

non-complementary target where there were no significant changes on the sensor 

surface. Therefore, our results confirm the specificity of the sensor, since the 

nonspecific adsorption on the DNA modified-biosensor surface was not significant. 

 

Electrochemical characterization 

CV is an effective method for providing information for the changes in electrode 

behavior after each step of modification, since the changes in peak current and the 

separation of peak potentials are related to electron transfer resistance [6]. Each step of 

surface modification was monitored by CV using a Fe(CN)6
3-

/Fe(CN)6
4-

 solution 

containing 0.15 M NaCl in PBS (pH 7.4) as a redox probe. 

CV and EIS spectra of the stepwise electrode surface modification are shown in 

Fig. 3. As shown in Fig. 3a, the redox probe Fe(CN)6
3-

/Fe(CN)6
4- 

revealed a reversible 

cyclic voltammogram for the gold electrode. A decrease in the current response was 

observed after the modification of BGE by MBA, due to the repulsion effect between 

the negative charges of MBA and the redox pair. MBA SAMs are an excellent 

alternative to enhance the genosensor performance due to the presence of the aromatic 

ring [34]. In addition, the carboxylic group can be used for the covalent linkage of 

biomolecules and act as an anchor for interfacing the modified magnetic nanoparticle 

[34, 35]. Previously, some authors [36] reported no difference in electrode surface 

coverage using MBA after a prolonged adsorption time due to the formation of stable 

and ordered MBA films. In addition, the presence of aromatic thiols can lead to the 
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establishment of -stacking [37]. Metal nanoparticles, such as Fe3O4Nps, can be 

oxidized or reduced electrochemically resulting in enhanced sensitivity of the biosensor 

[38]. Voltammograms have demonstrated a quasi-reversible behavior after the presence 

of Fe3O4Nps-MBA at the electrode surface when compared with cleaned electrode. 

Subsequently, the electrode was activated by the co-addition of NHS and EDC coupling 

agents.  

The negatively charged terminal carboxylic group of MBA was replaced by 

NHS ester. Thus, the carboxylic group replacement contributed to the electrostatic 

attraction between the neutrally/positively charged NHS ester and the negative redox 

probe resulting in increased current response [39]. The amperometric response 

decreases after the binding of Fe3O4Nps to MBA monolayers, since the penetration of 

the redox probe is reduced. This modification decreased the current peaks and the 

presence of Fe3O4Nps at electrode surface, promoting a biocompatible layer for 

biosensor development.  In addition, after the DNA probe immobilization and DNA 

target hybridization, the anodic and cathodic peaks were reduced. The decrease in the 

amperometric response of the sensor system was attributed to the blocking effect of 

biomolecular recognition that reduces the electron transfer of the redox pair (Fig. 3a).  

EIS can provide further information for the impedance changes during the 

modification process and is an effective way to measure to electron transfer resistance 

(RCT) [8]. RCT corresponds to the semicircle diameter of the Nyquist diagram. EIS was 

carried out to characterize the assembly process on the BGE surface in the frequency 

range of 100 mHz to 100 kHz.  

Complex impedance plots of BGE and stepwise electrode modification are 

shown in Fig. 3a. Fig. 3b shows the Nyquist plots for each step of assembly. Cole-Cole 

semicircle is composed by two well-defined regions at higher and lower frequencies, 
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corresponding to the electron transfer-limited and diffusion-limited electron transfer 

processes, respectively. The MBA impedimetric response showed greater interfacial 

electron transfer resistance (RCT = 175 kΩ), indicating that the adsorbed layer 

obstructed the electron transfer of the electrochemical probe. The modification of the 

MBA layer using NHS/EDC coupling agents resulted in a decrease of the RCT (RCT = 

14.50 kΩ).  After the immobilization of the Fe3O4Nps on AMB-modified electrode an 

increased in the RCT = 29.50 kΩ was obtained. As expected, after the coupling of 

Fe3O4Nps-AMB-modified electrode with DNA probetuberculosis, the interfacial resistance 

increased remarkably (RCT = 168.0 kΩ). EIS data indicated the presence of molecules at 

the electrode surface, where the amount of material immobilized and adsorbed reflected 

the increase in impedance response. Furthermore, the layers were successfully 

assembled on the BGE surface. 

In addition, the time of incubation and hybridization have an important role for 

the performance of biosensor. Of note, the incubation period is involved in the rate of 

available molecules for biomolecular recognition. A detailed study to determine the 

incubation time was carried out (Fig. 3c). In our study, the increased time of incubation 

resulted in an increase in the electrochemical response. Estimates of the best response 

were based on tendency of plateau of the RCT of DNA probetuberculosis versus time of 

incubation. 

 

Detection of TB genomic DNA target  

Fig. 4 shows the representative voltammograms and Nyquist diagrams of the 

genosensor exposed to different concentrations of TB genomic DNA target. Fig. 4a 

shows the CVs for the sensor system at different concentrations of genomic DNA 

target. After the modification of the electrode surface and the DNA target recognition 
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process, a decrease was observed in the CV peaks of the redox probe followed by an 

increase in the peak-to-peak separation (Fig. 4a). The extent of adsorption can be 

expressed in a relative percent deviation (RPD), 

)/1(

)/1()/1[(
(%)

Ib

IaIb
I     (1) 

, where Ib and Ia correspond to the anodic peak current before and after the 

hybridization process, respectively. Table 1 shows the result of RPD for the MBA-

Fe3O4Nps-DNA-probe-modified electrode before and after the reaction with different 

concentrations of DNA target. 

A more detailed study was carried out for different TB genomic DNA target 

concentrations, demonstrating that specific DNA interaction can be quantitatively 

assessed by the sensor (Fig. 4b and 4d). Curves d-h (Fig. 4b) represent the concentration 

of TB genomic DNA target (6, 12, 20, 30 and 40 ng. L
-1

). RCT increased along with the 

increase of TB DNA target concentration as shown in curves d-h (Fig. 4b).  

The electrochemical impedance diagrams (Nyquist plots) were subjected to an 

analysis of data through EQUIVCRT [40], from which theoretical curves were obtained 

for each system as a valuable tool to explore the interfacial behavior of the sensor 

system in the recognition of TB DNA target sequences. The experimental spectra were 

fitted using a modified Randles equivalent circuit (Fig. 4c). Warburg impedance (Zw) 

represents the impedance of semi-infinite diffusion of the redox probe to the electrode. 

The ohmic resistance of the solution (RΩ) is associated with the bulk properties of the 

electrolyte solution. Constant-phase element (Q) represents the behavior of a double 

layer for a non-homogeneous system. Electron transfer resistance (RCT) is related to the 

dielectric features of a material to charge transport.  

The Bode plot demonstrates three types of elements of the equivalent circuit 

(Fig. 4d). At the low frequency range the response of the double layer capacitance 
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represented by the phase constant element was observed. A frequency region below 3 

kHz corresponded to RCT and the region above 20 kHz was related to solution 

resistance. In this context, in the capacitance region of frequency negligible changes in 

Q values were obtained during the hybridization process at different concentrations of 

genomic DNA target, showing a non-capacitive behavior of the bioelectrode. MBA-

Fe3O4Nps-DNA-probe modified electrode showed a well-defined concentration-

dependence curve for the TB genome interaction. 

The obtained results demonstrated that the biosensor retained the capability to 

recognize the specific DNA target (Table 2). The performance of the biosensor for 

detection of TB genomic DNA target was evaluated through the relative variation of the 

RCT (ΔRCT), according to the equation: 

)(

)()(
(%)

sensorCT

sensorCTrecogCT

CT
R

RR
R

    (2) 

where RCT(recog) is the value of the electron-transfer resistance after the DNA target 

recognition, and RCT(sensor) corresponds to the RCT value of the sensor layer. Sensitivity 

analysis for TB genomic DNA target was evaluated from the ΔRCT results.  

A linear relationship between the ΔRCT and DNA target concentration was found
 

(Fig. 5a) with the correlation coefficient of 0.98, indicating that the interactions between 

probe and DNA target can be sensed by the modified electrode. The detection limit of 6 

ng. L
-1

 was estimated from the signal-to-noise characteristics of these data (S/N=3). 

The signal-to-noise ratio was obtained from the impedimetric variation divided by the 

standard deviation [41]. The increase in ΔRCT seemed to present a profile of saturation 

(Fig. 5a). Our detection limits were similar to previous reports that used electrochemical 

techniques for the specific detection of the TB DNA target [42, 43]. However, these 

reports had limitations based on the identification of only a small tuberculosis-specific 
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DNA fragment [42] or necessity of Co(phen)3
3+

 indicator binding to the biorecognition 

analysis [43]. On the other hand, gold nanoparticles associated with nucleotide probes 

have been used in colorimetric assays to identify TB DNA with a detection limit of 

18.75 ng. L
-1 

[44], but the cost per test corresponds to ~70-120% of RT-PCR.  

We can observe that the filling of the recognition sites by DNA target surface 

coverage (Ө) can be calculated by: 

      (3) 

, where RB is the charge transfer resistance for MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe biosystem 

and RC is the charge transfer resistance obtained for different concentrations of the TB 

DNA target hybridized with the biosensor. Figure 5b shows a plot of Ө as a function of 

concentration of DNA target bound to the sensor. The value of Ө increases with 

increasing DNA-target concentration and is found to be ~0.82 (82%) of the 40 ng.mL
-1

 

DNA target. 

A regeneration study was performed by exposing the sensor to a 100µL alkaline 

solution (0.5 M NaOH with 3 M NaCl) for 20 minutes [45]. Of note. extra time for the  

dehybridization experiments was necessary as compared to hybridization study, since it 

is necessary disrupt the DNA base-stacking interactions [46]. The biosensor can be 

regenerated for five cycles, allowing reuse until its loss of hybridization capacity. The 

results revealed a relative standard deviation (R.S.D.) of 1.32%, n= 3. 

 In addition, selectivity is a crucial factor to be considered for DNA sensors. The 

selectivity of the biosensor was investigated by monitoring changes in the RCT response 

by incubating with complementary and non-complementary DNA sequences (Fig. 4c, 

curve c). We used non-complementary genomic DNA from Leishmaniasis as a negative 

control. The interaction of the biosensor with a non-complementary DNA sequence 
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(negative control) resulted in an insignificant RCT value, revealing the selectivity of the 

bioelectrode. The reproducibility of the DNA sensor using at least three DNA sensors 

fabricated independently at the same conditions was evaluated. An acceptable R.S.D. of 

~5% was obtained, suggesting that the DNA sensor is reproducible. Our results indicate 

the applicability of the MBA-Fe3O4Nps layer as an excellent matrix to immobilize 

biomolecules for the development of a useful biosensor for tuberculosis using small 

volumes of samples. 

 

4. Conclusions 

The impedimetric response demonstrates the success of the modification process 

on the electrode surface. The TB DNA sensor showed an increased impedimetric 

response to increasing target DNA concentrations. The sensitivity of the biosensor for 

TB genomic DNA target was 6 ng. L
-1

. The biosensor showed acceptable performances 

for the determination of TB DNA target, exhibiting low detection limit, selectivity and 

reproducibility in the DNA hybridization assay. The proposed biosensor has advantages 

such as operation convenience, capability of analyzing small quantities of biological 

material within minutes and the possibility for use in a miniaturized format. We believe 

that the present results are an important basis for the development of sensitive DNA 

sensors and a useful strategy for tuberculosis diagnosis using clinical samples. 
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Figure Captions 

 

Figure 1. Schematic representation of the fabrication process of the biosensor. 

 

Figure 2. 3D and 2D AFM images of the BGE coated with Fe3O4Nps (a), Fe3O4Nps-

probe (b), MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe-complementary DNA (c) and MBA-Fe3O4Nps-

DNA-probe non-complementary DNA (d), with the corresponding cross section. 

 

Figure 3. Cyclic voltammograms (a) and Nyquist plots (b) of the stepwise 

immobilization of the MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe: bare gold electrode (■), MBA-

modified gold electrode (▲), MBA-EDC/NHS (♦), MBA-Fe3O4Nps (×), MBA-

Fe3O4Nps-EDC/NHS (○) and MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe (+). RCT of DNA probe-

tuberculosis versus time of incubation (c). The impedance spectra were taken in 10 mM 

[Fe(CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3-

 1:1 + 0.15 M NaCl in 10 mM PBS (pH 7.4) in the frequency 

range from 100 mHz  to 100 kHz. 

 

Figure 4. Cyclic voltammograms (a), Nyquist plots (b) and Bode plots (d) of the sensor 

system and its respective interaction with genomic DNA target at different 

concentrations. Supporting electrolyte: 10mM [Fe(CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3-

 1:1 + 0.15 M 

NaCl in 10 mM PBS (pH 7.4) solution; scan rate of 50 mV.s
-1

. Equivalent circuit (c) 

adopted to fit the impedance data where RΩ is the ohmic resistance of the electrolyte 

solution, Q the phase constant element, ZW the Warburg impedance, and RCT the 

electron-transfer resistance. 
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Figure 5. ∆RCT% of the sensor system after exposure to different concentrations of TB 

genomic DNA target (a) and Ө as a function of concentration of DNA target (b). 
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Table Captions 

 

Table 1. Amperometric anodic shift for the sensor before and after the hybridization 

with TB genomic DNA target. 

 

Table 2. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results. 



7. APÊNDICE DAS FIGURAS DO ARTIGO 

 

7.1      Figura 1 

 

Figure 1. Schematic representation of the fabrication process of the biosensor. 
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7.2     Figura 2  

Figure 2. 3D and 2D AFM images of the BGE coated with Fe3O4Nps (a), Fe3O4Nps-

probe (b), MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe-complementary DNA (c) and MBA-Fe3O4Nps-

DNA-probe non-complementary DNA (d), with the corresponding cross section. 
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7.3      Figura 3a                                                                 Figura 3b 

            

                           

                                               Figura 3c 

 

Figure 3. Cyclic voltammograms (a) and Nyquist plots (b) of the stepwise 

immobilization of the MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe: bare gold electrode (■), MBA-

modified gold electrode (▲), MBA-EDC/NHS (♦), MBA-Fe3O4Nps (×), MBA-

Fe3O4Nps-EDC/NHS (○) and MBA-Fe3O4Nps-DNA-probe (+). RCT of DNA probe-

tuberculosis versus time of incubation (c). The impedance spectra were taken in 10 mM 

[Fe(CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3-

 1:1 + 0.15 M NaCl in 10 mM PBS (pH 7.4) in the frequency 

range from 100 mHz  to 100 kHz.                                                                                   67 



7.4         Figura 4a                                                                  Figura 4b 

                           

 

 

        Figura 4c                                                                    Figura 4d 

 

Figure 4. Cyclic voltammograms (a), Nyquist plots (b) and Bode plots (d) of the sensor 

system and its respective interaction with genomic DNA target at different 

concentrations. Supporting electrolyte: 10mM [Fe(CN)6]
4-

/[Fe(CN)6]
3-

 1:1 + 0.15 M 

NaCl in 10 mM PBS (pH 7.4) solution; scan rate of 50 mV.s
-1

. Equivalent circuit (c) 

adopted to fit the impedance data where RΩ is the ohmic resistance of the electrolyte 

solution, Q the phase constant element, ZW the Warburg impedance, and RCT the 

electron-transfer resistance.                                                                                             68 



7.5           Figura 5a                                                                     Figura 5b 

                       

Figure 5. ∆RCT% of the sensor system after exposure to different concentrations of TB 

genomic DNA target (a) and Ө as a function of concentration of DNA target (b). 
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8. APÊNDICE DAS TABELAS DO ARTIGO 

 

8.1    Table 1. Amperometric anodic shift for the sensor before and after the 

hybridization with TB genomic DNA target. 

 

*Sensor system = AMB-Fe3O4Nps-DNAprobetuberculosis 
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Sample* TB DNA target 

[ng.µL
-1

] 

Before  

(1/Ib µA) 

After I (%) 

Sensor system - 0.312 - - 

Sensor system-TB genomic DNA target 6 - 0.482 54.48 

Sensor system-TB genomic DNA target 12 - 0.518 66.02 

Sensor system-TB genomic DNA target 20 - 0.613   96.47 

Sensor system-TB genomic DNA target 30 - 0.621   99.03 

Sensor system-TB genomic DNA target 40 - 0.735 135.50 



8.2     Table 2. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results. 

Modified electrode TB DNA 

target 

[ng.µL
-1

] 

RCT (kΩ)
 

Q (F)
 N 

Bare gold electrode - 15.30 ± 0.21 3.20 ± 0.33 0.82 ± 0.05 

AMB-Fe3O4Nps-DNAprobetuberculosis - 29.50 ± 0.30 0.82 ± 0.02 0.89 ± 0.03 

Sensor system-TB genomic DNA target 6 47.90± 0.40 0.77 ± 0.17 0.89 ± 0.09 

Sensor system-TB genomic DNA target 12 70.00 ± 0.13 0.93 ± 0.02 0.88 ± 0.04 

Sensor system-TB genomic DNA target 20 92.90 ± 0.22 1.92 ± 0.11 0.85 ± 0.02 

Sensor system-TB genomic DNA target 30 154.0 ± 0.34 1.44 ± 0.30 0.86 ± 0.02 

Sensor system-TB genomic DNA target 40 168.0 ± 0.65 1.66 ± 0.80 0.85 ± 0.04 

Sensor system-non complementary DNA 

target 

- 15.30 ± 0.15 1.88 ± 0.44 0.84 ± 0.04 

Sensor system = AMB-Fe3O4Nps-DNAprobetuberculosis 
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