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RESUMO 
 
 

As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) são um grave problema 
socioeconômico, que além de ocasionar elevados custos aos serviços de saúde, 
aumentam a morbidade e mortalidade de pacientes internados. Os casos de IRAS 
geralmente são associados ao aumento da resistência bacteriana, causada pelo uso 
indiscriminado dos antibióticos. Desta forma, um diagnóstico rápido e preciso pode 
auxiliar na resolução deste problema. Contudo, técnicas convencionalmente 
empregadas na identificação bacteriana, como testes bioquímicos, ELISA e PCR, são 
demoradas, caras e complexas. Por essa razão que o desenvolvimento de 
biossensores apresentam-se como alternativa econômica e versátil à identificação de 
microrganismos, permitindo respostas sensíveis e específicas a um menor custo e 
tempo. Os biossensores são caracterizados por empregar componentes biológicos, 
tais como enzimas, ácidos nucleicos, anticorpos e entre outros, como elementos de 
biorreconhecimento específico. Os sinais emitidos podem ser amplificados e 
aprimorados através da incorporação de nanomateriais, como polímeros condutores, 
nanopartículas, derivados do grafeno, ou até mesmo combinações destes em 
nanocompósitos para aproveitar suas diversas propriedades. Neste princípio, buscou-
se desenvolver um biossensor baseado no nanocompósito de polipirrol-óxido de 
grafeno-ouro associado ao peptídeo antimicrobiano Lt-MAP4 como biorreceptor para 
identificação e diferenciação de bactérias de interesse clínico. Além disso, realizou 
análise do nanocompósito frente as técnicas de espectroscopia UV/visível e 
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, no qual demonstraram 
a incorporação e constituição dos nanomateriais usados. A caracterização do 
biossensor foi obtida através da utilização das técnicas eletroquímicas de voltametria 
cíclica (VC) e espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS). Destas, foram 
obtidas a corrente de pico anódico (ipa) e a resistência à transferência de carga (RCT), 
respectivamente, para análise da cinética dos elétrons frente as modificações na 
superfície do eletrodo de ouro. O sistema sensor foi submetido a identificação de 
bactérias Gram-negativa e Gram-Positivas em suspensão salina nas concentrações 
de 101 a 106 unidade formadora de colônia por mL (UFC mL-1). Os dados voltamétricos 
e impedimétricos revelaram que o peptídeo Lt-MAP4 apresenta uma maior afinidade 
por bactérias Gram-negativas, devido à carga negativa da parede bacteriana rica em 
lipopolissacarídeos aniônicos. Essa observação foi confirmada quantitativamente 
através dos valores de ipa e Rct ao longo das concentrações utilizadas. Desta forma, 
o sistema sensor desenvolvido mostra-se promissor, frente as técnicas convencionais, 
na identificação de bactérias. 
 
 
Palavras-chave: biossensores. identificação. Gram-negativa. Lt-MAP4. peptídeo 
antimicrobiano.   



 

SILVA, Caique Tavares. Sensor System based on nanocomposite polypyrrole-
gold nanoparticles and graphene oxide applied to the detection of bacteria of 
clinical interest. 2023. 62. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 
Biomedicina) – Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023. 

 
 

ABSTRACT 
 
 

Healthcare-associated infections (HAIs) are a serious socioeconomic problem, which 
in addition to causing high costs for healthcare services, increases the morbidity and 
mortality of hospitalized patients. HAI cases are generally associated with increased 
bacterial resistance, caused by the indiscriminate use of antibiotics. Therefore, a quick 
and accurate diagnosis can help resolve this problem. However, techniques 
conventionally used in bacterial identification, such as biochemical tests, ELISA and 
PCR, are time-consuming, expensive and complex. For this reason, the development 
of biosensors presents an economical and versatile alternative to the identification of 
microorganisms, allowing sensitive and specific responses at a lower cost and time. 
Biosensors are characterized by employing biological components, such as enzymes, 
nucleic acids, antibodies and others, as elements of specific biorecognition. The 
emitted signals can be amplified and improved through the incorporation of 
nanomaterials, such as conductive polymers, nanoparticles, graphene derivatives, or 
even combinations of these in nanocomposites to take advantage of their diverse 
properties. In this principle, we sought to develop a biosensor based on the polypyrrole-
graphene oxide-gold nanocomposite associated with the antimicrobial peptide Lt-
MAP4 as a bioreceptor for identifying and differentiating bacteria of clinical interest. 
Furthermore, the nanocomposite was analyzed using UV/visible spectroscopy and 
Fourier transform infrared spectroscopy, which demonstrated the incorporation and 
constitution of the nanomaterials used. The characterization of the biosensor was 
obtained using the electrochemical techniques of cyclic voltammetry (VC) and 
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). From these, the anodic peak current 
(ipa) and the charge transfer resistance (RCT) were obtained, respectively, to analyze 
the kinetics of the electrons in the face of modifications on the surface of the gold 
electrode. The sensor system was subjected to identification of Gram-negative and 
Gram-Positive bacteria in saline suspension at concentrations of 101 to 106 colony-
forming units per mL (CFU mL-1). Voltammetric and impedimetric data revealed that 
the Lt-MAP4 peptide has a greater affinity for Gram-negative bacteria, due to the 
negative charge of the bacterial wall rich in anionic lipopolysaccharides. This 
observation was confirmed quantitatively through the ipa and RCT values across the 
concentrations used. In this way, the sensor system developed shows promise, 
compared to conventional techniques, in identifying bacteria. 
 
 
Key words: biosensors. identification. Gram-negative. Lt-MAP4. antimicrobial peptide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS), como o nome sugere, 

são eventos adversos a intervenção hospitalar. A prevenção de tais infecções 

consistem em um desafio global aos sistemas de saúde (Lemiech-Mirowska et al., 

2021). Além comprometer diretamente a saúde do paciente, aumentando a morbidade 

e mortalidade, impacta em custos adicionais aos serviços de saúde, onde no Brasil 

estima-se ser 55% maior em pacientes com IRAS (Agência Nacional De Vigilância 

Sanitária, 2021). Segundo o relatório liberado pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS), a cada 100 pacientes em tratamento intensivo 15 serão acometidos por IRAS 

se de países subdesenvolvidos, e sete se forem de países desenvolvidos (OMS, 

2022). 

Casos de sepse e IRAS estão associados ao aumento da resistência 

bacteriana, favorecida pelo uso indiscriminado de antibióticos, alertando a utilização 

de terapias efetivas que dificultem a indução de resistência (Bassetti et al., 2022; 

Wattal et al., 2020). De acordo com o relatório da Global Antimicrobial Resistance and 

Use Surveillance System (GLASS), índices elevados de resistência bacteriana foram 

verificados em bactérias causadoras de sepse hospitalar, bem como, maior 

resistência aos tratamentos de primeira linha nas infecções mais frequentes por 

Escherichia coli (OMS, 2022). Estima-se que 700 mil mortes anuais sejam 

ocasionadas por microrganismos resistentes a antibióticos, impactando em um 

montante estimado de US$ 100 trilhões em custos até 2050, comparável a crise 

econômica de 2008 (MAJUMDER et al., 2020; THE WORLD BANK, 2016). Desta 

forma, técnicas diagnósticas rápidas e de baixo custo reduziriam a incerteza 

terapêutica, direcionando a antibioticoterapia, além de dar segmento ao paciente.    

As técnicas tradicionalmente empregadas na bacteriologia, como a 

microscopia, o cultivo em Ágar e os testes bioquímicos, apesar de bem consolidadas 

enfrentam limitações. A falta de especificidade da microscopia e o tempo para 

crescimento nos meios de cultivos, dificultam as intervenções médicas imediatas. 

Além disso, técnicas imunoenzimáticas como ELISA e moleculares como a PCR em 

tempo real (qPCR) exigem equipamentos caros, reagentes, profissionais capacitados 

e processamento prévio das amostras (Hoyos-Nogués et al., 2018). Em virtude disso, 

o desenvolvimento de biossensores se mostrou uma alternativa eficiente, econômica 
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e versátil na investigação de microrganismos (Silva Junior et al., 2022; Liang et al., 

2022).  

Um biossensor é constituído por três elementos: receptor biológico, que pode 

ser enzimático, proteico, imunológico ou mesmo nuclear, capaz de reconhecer um 

elemento alvo específico; transdutor, que traduz de maneira mensurável os sinais 

liberados da interação receptor biológico-alvo; detector, que processa as informações 

antes apresentá-las (Bhalla et al., 2016; Leva-Bueno et al. 2020).  Os transdutores 

classificados como eletroquímicos, por converter a energia química do 

biorreconhecimento em energia elétrica, mostraram-se mais empregados no 

biossensoriamento de patógenos do que transdutores ópticos e mecânicos. Isso 

decorre por terem menores custos, respostas rápidas, boa sensibilidade e 

especificidade, além de permitir plataformas compactas e portáteis (Cesewski et al., 

2020). Adicionalmente, o uso de nanomateriais como polímeros condutores, 

nanopartículas, derivados do grafeno, ou mesmo a combinação desses elementos em 

nanocompósitos, possibilita a amplificação e refinamento dos sinais gerados no 

processo de biorreconhecimento. 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são oligopeptídeos pertencentes ao sistema 

imune inato de vários organismos vivos. São caracterizados por sua especificidade, 

especialmente na defesa contra microrganismos patogênicos (como bactérias, vírus 

e fungos), além de que alguns demonstrarem atividade anti-tumoral (Lazzaro et al., 

2020). A latarcina-3a (Ltc-3a), obtido do veneno da Lachesana tarabaevi, foi utilizada 

como molde para produzir uma geração de AMPs sintéticos, nomeados como Lt-

MAPs. Os análogos Lt-MAP1, Lt-MAP2 e Lt-MAP3 demonstraram atividades 

antimicrobiana, anti-biofilme e antitumoral, em maior ou menor grau que o peptídeo 

parental (Ltc-3a) (Moraes et al., 2022).  O peptídeo Lt-MAP4 (AKKLAKYLKKA) foi 

desenhado com base no análogo Lt-MAP3 (LAKKLAKYLKKAL) por meio da deleção 

dos resíduos de Leu1 e Leu13 nas extremidades da cadeia.  

O presente estudo busca desenvolver uma plataforma bioeletroquímica 

baseada no nanocompósito de PPy-AuNPs-GO associando ao peptídeo Lt-MAP4 

como mecanismo de reconhecimento bacteriano. Avaliando o sistema através das 

técnicas eletroquímicas de voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIS). Espera-se que a plataforma identifique e diferencie as amostras 

bacterianas de interesse médico ao longo das concentrações empregadas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 INFECÇÕES RELACIONADAS À ASSISTÊNCIA À SAÚDE – IRAS 

 
As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) compreendem 

qualquer infecção resultante a prestação de serviços de atenção à saúde. 

Antigamente referida como infecção hospitalar, teve seu termo ampliado para 

englobar outros locais que também realizam cuidado e assistência à saúde. Deste 

modo, as IRAS não se restringem aos hospitais, mas a qualquer local que realize 

procedimentos ambulatoriais, tais como asilos, clínicas de hemodiálise, instituições de 

longa permanência e clínicas odontológicas (Silva; Padoveze, 2011). Contudo, a 

maior parte das IRAS intercorrem nas unidades de terapia intensiva (UTIs), que 

prolonga a permanência destes pacientes, cominando no aumento da mortalidade e 

das despesas hospitalares. Estima-se que 17% a 51,4% dos pacientes hospitalizados 

nas UTIs poderão adquirir uma IRAS ao longo da sua estadia. Portando, deve-se 

avaliar os riscos potenciais de infecção ao admitir o paciente nas UTIs a fim de garantir 

qualidade de vida e minimizar os impactos associado as IRAS (Zhang et al., 2019) 

As IRAS constituem um grave problema socioeconômico. Estima-se que por 

ano 1,7 milhão de pacientes adquiriam IRAS nos Estados Unidos, nos quais 100 mil 

evoluem ao óbito. Isso reflete diretamente na economia, gerando um gasto anual 

aproximado de 30 bilhões de dólares (Leoncio et al., 2019). Na União Europeia não é 

diferente, com aproximadamente 4 milhões pessoas diagnosticadas e 37 mil óbitos 

relacionados, as IRAS continuam sendo uma das principais causas de custos nas 

UTIs (Silva et al., 2022). No entanto, a escassez de recursos, a falta de estudos 

epidemiológicos e a falta de fiscalização, entre outros fatores, contribuem para que as 

IRAS sejam significativamente mais comuns em países em desenvolvimento (Leal et 

al., 2021). Apesar da compreensão limitada despeito do ónus econômico, 

especialmente nos países subdesenvolvidos, estima-se que os custos diretos e 

indiretos associados as IRAS como perda de produtividade devido à morbidade e 

mortalidade, girem entorno dos vários milhões de dólares (ali et al., 2018; Storr et al., 

2017).  

Ainda que seja complexa a delimitação, fatores como a idade, presença de 

comorbidades, realização de procedimentos cirúrgicos e uso de dispositivos invasivos 

são aspectos favoráveis ao desenvolvimento das IRAS. Segundo levantamento 
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epidemiológico feito nos Estados Unidos, 6% dos pacientes traumatizados são 

afetados por infecções durante seu tratamento devido a dispositivos invasivos e 

cirurgias extensas (Hessels et al., 2020).  Segundo Reghu et al. (2014), as infecções 

mais comuns incluem as infecções do trato urinário, infecções em feridas cirúrgicas, 

pneumonia e infecções na corrente sanguínea (Figura 1). Ainda de acordo com Reghu 

et al. (2014), 80% das infecções urinárias são atribuíveis ao cateter uretral 

permanente, enquanto a infecção de ferida cirúrgica se associa a contaminação 

bacteriana direta no sítio cirúrgico, que difere da pneumonia nosocomial ligada a 

ventilação mecânica e da infecção da corrente sanguínea associado ao cateterismo 

vascular, por estarem associado a contaminação do dispositivo. Na análise de 

prevalência conduzida nos EUA, as infecções gastrointestinais causadas por 

Clostridioides difficile ficaram em segundo lugar entre as infecções relacionadas aos 

cuidados de saúde, perdendo apenas para a pneumonia (Magill et al., 2018). Por outro 

lado, em nações em desenvolvimento, as infecções do sítio cirúrgico ocupam a 

posição principal entre os casos de infecções hospitalares, com uma incidência 

significativamente maior do que em países desenvolvidos (Allegranzi et al., 2011). 

 

2.1.1 IRAS no Brasil 

 

A portaria nº 2.616 do Ministério da Saúde do Brasil caracteriza as IRAS como 

qualquer intercorrência que ocorra após 72 horas a sua admissão do paciente, ou 

anteriormente, desde que estejam diretamente associadas ao cuidado de saúde 

fornecido (Lopes Araújo et al., 2018). No Brasil, a taxa de incidência das infecções 

Figura 1. Principais sítios anatômicos acometidos por IRAS em UTI. Fonte: Retirado de Costa et al., 

2019 
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nosocomiais corresponde a 22,8%, o que representa mais que o dobro em 

comparação com nações europeias desenvolvidas (Gomes et al., 2020). Isso tem um 

impacto direto nos serviços de saúde tanto públicos quanto privados, resultando em 

um aumento no consumo de recursos devido ao período de internação prolongado. 

Um levantamento nacional apontou um paciente com IRAS causa uma despesa de 

US$ 262,72/dia a mais do que aqueles sem esse tipo de infecção (Tabela 1). Os 

gastos equivalem a 18% do custo diário total, associados a permanência destes 

pacientes (Kiffer et al., 2015). 

Fonte: Retirado de Kiffer et al., 2015. 

 
Dentre os microrganismos predominantes nas infecções nosocomial (Tabela 

2), destacam-se as bactérias Gram-negativas, que representou 71,05% dos casos 

isolados nas UTIs na cidade de Natal, sendo o Acinetobacter sp. o tipo mais 

encontrado (Lopes Araújo et al., 2018). Contudo, nas infecções por ponta de cateter, 

o Staphylococcus spp. foi gênero mais frequentemente identificado, atribuído à sua 

considerável resistência ambiental, que possibilita contaminar superfícies por longos 

períodos de tempo (Gomes et al., 2020). Esses dados correlacionam-se com a 

resistência antimicrobiana, onde o Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenêmicos 

lidera com uma prevalência de 77,7% dos isolados, seguido pelo Staphylococcus 

coagulase negativo resistente à oxacilina, com 72,2%. A pneumonia associada à 

ventilação mecânica (PAV) foi a categorias de infecções mais prevalente nas UTIs, 

registrando em 11,50%, superando as infecções do trato urinário e as infecções na 

corrente sanguínea, que representaram 4,70% e 4,40% respectivamente (Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária, 2017). 

Desde 1999, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) assumiu a 

responsabilidade de monitorar as IRAS no país, coordenando as diversas instâncias 

de controle dessas infecções. Buscando atender os objetivos estabelecidos pela 

OMS, a avisa criou em 2013 o Programa Nacional de Prevenção e Controle de 

Tabela 1. Custo de ocupação diária de paciente com / sem IRAS. 
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Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (PNPCIRAS). O PNPCIRAS em sua 

terceira versão, com vigência de 2021-2025, tem como objetivos incentivar os 

programas de prevenção e controle das IRAS, aprimorando o Sistema Nacional de 

Vigilância Epidemiológica, com intuído de reduzir a incidência das principais IRAS e 

prevenir a disseminação de microrganismos multirresistentes (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária, 2021). No entanto, há obstáculos a serem enfrentados, incluindo 

as dificuldades enfrentadas pelos hospitais de menor porte em estabelecer Comissões 

de Controle de Infecção Hospitalar (CCIH), além das questões relacionadas à 

abrangência e fiscalização das instituições de saúde em todo o extenso território 

(Padoveze; Fortaleza, 2014). 

 

Fonte: retirado de Costa et al., 2019. 

 
2.1.2 Resistência aos antibióticos 

 

A resistência antimicrobiana (RAM), caracterizada pela ausência ou baixa 

sensibilidade aos antibióticos preconizados, constitui uma das grandes preocupações 

no mundo moderno (Figura 2). As infecções causadas por microrganismos resistentes 

(MOR) ou multirresistentes (MOMR) trazem sérios impactos aos sistemas de saúde, 

Tabela 2. Principais microrganismos causadores de IRAS em UTIs brasileiras entre o período de 

2000 a 2016. 
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aumentando morbidade e mortalidade, resultando em prejuízos com uso de 

antibióticos de última geração (Maia et al., 2021). A prescrição frequente e, por vezes, 

inadequada de antibióticos contribui para a seleção de MOR, que representam uma 

das principais origens das IRAS em UTIs (Morosini et al., 2018). Estima-se que nos 

Estados Unidos haja quase dois milhões de casos de infecções causadas por MOMR, 

resultando em mais de 23 mil mortes, o que acarreta um gasto anual de 

aproximadamente 20 bilhões de dólares (Leoncio et al., 2019).  Diante do constante 

aumento da resistência, o futuro mostra-se alarmante, onde prevê que até 2050 cerca 

de 10 milhões de mortes anuais serão atribuídas às MOMR (Maia et al., 2021).   

 

 
No ano de 2015, o Centro Europeu de Prevenção e Controle de Doenças 

(ECDC) constatou que 39% das infecções, entre os Estados-membros da União 

Europeia e do Espaço Econômico Europeu, eram ocasionadas por bactérias 

resistentes a antibióticos de última geração (Cassini et al., 2019). Entre esses MOMR, 

destaca-se o grupo nomeado como ESKAPE, que reúne as principais espécies 

resistentes as classes de antibióticos utilizadas atualmente. O termo ESKAPE, 

inicialmente apresentado por Rice, inclui o Enterococcus faecium resistente à 

vancomicina, Staphylococcus aureus resistente à meticilina, Klebsiella pneumoniae 

multirresistente, Acinetobacter baumannii multirresistente, Pseudomonas aeruginosa 

Figura 2. Mecanismos de resistência encontrados em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 
Fonte: Modificado de Bharadwaj et al., 2022. 
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resistente a fluoroquinolonas e o Enterobacter spp. multirresistente (Denissen et al., 

2022; Morosini; Cantón, 2018). Diante do aumento constante do perfil de resistência 

antimicrobiana aos antibióticos mais avançados, a OMS recomenda o 

desenvolvimento de novos medicamentos e opções de tratamento alternativas que 

sejam eficazes contra os MOMRs (Bharadwaj et al., 2022). 

 

Fonte: Modificado de Morosini et al., 2018. 

 
2.2 TÉCNICAS CONVENCIONAIS DE DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO  

 

Diferentes técnicas microbiológicas podem ser aplicadas no reconhecimento 

bacteriano. Tipicamente, a microscopia é empregada na triagem inicial, especialmente 

para distinguir entre Gram-negativos e Gram-positivos, enquanto meios de cultura e 

testes bioquímicos são subsequentemente utilizados para realizar a identificação final 

do microrganismo. 

 

Tabela 3. Recomendação de novos antibióticos segundo a OMS.  
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2.2.1 Microscopia 

 

Na microbiologia, microscopia óptica constitui uma das técnicas mais básicas 

na descrição e identificação microrganismos. Inicialmente conduzido por Van 

Leeuwenhoek no século XVII, a microscopia trouxe grandes contribuições científicas. 

Entre os trabalhos, destaca-se a contribuição de Hans Christian Joachim Gram que 

permitiu separa as bactérias em dois grandes grupos segundo a sua afinidade aos 

corantes utilizados (Mohamad et al., 2014; Rohde, 2011). Hans C.J. Gram observou 

que algumas bactérias permanecia coradas em violeta, mesmo após utilizado o 

descorante, definidas como Gram positivas, enquanto outras adquiram a cor do 

corante de fundo, classificando-as como Gram negativas. A microscopia óptica 

permitiu classificar as bactérias segundo a sua forma, tamanho, arranjo e coloração 

(Rohde, 2011). As características morfológica das bactérias permitem, deste modo, 

ter uma identificação presuntiva do agente microbiano. Contudo, há limitações na 

visualização de certas estruturas devido ao pequeno diâmetro, como os flagelos, 

necessitando assim de técnicas adicionais para sua observação, além de serem 

inespecíficas (Mohamad et al., 2014). 

 
2.2.2 Coloração de GRAM 

 

A coloração de Gram, conforme o trabalho de Hans C.J. Gram, classificar as 

bactérias em Gram-positivos e Gram-negativos segundo a permeabilidade da parede 

bacteriana ao corante cristal violeta (Mohamad et al., 2014). Essa característica deve-

se a composição da parede bacteriana, na qual paredes ricas em peptidoglicano 

dificultam que o corante primário cristal violeta seja removido. Por outro lado, paredes 

constituídas predominantemente por ácidos graxos, como lipopolissacarídeos e 

lipoproteínas, são facilmente descoradas pela ação de um descorante. O processo de 

coloração de Gram inicia-se com a coloração das células bacterianas com o cristal 

violeta, depois de serem previamente fixadas a lâmina. Em seguida, o lugol é 

adicionado para fixar o corante primário as estruturas celulares, ao formar o complexo 

iodo-pararosanilina. Após essa etapa, a lâmina é submetida a uma descoloração com 

álcool etílico (99,5%), seguido pela aplicação de um segundo corante, a safranina 

como corante de fundo. Entre cada passo, o excesso é cuidadosamente eliminado 

através de um fio de água corrente. Após secagem, a lâmina está pronta para ser 
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observada no microscópio (Martins et al., 2001). Contudo, algumas bactérias não se 

coram naturalmente, além que cepas muito velhas de Gram-positivas podem ser mal 

interpretadas como Gram-negativas, demonstrando a imprecisão da técnica.  

 

2.2.3 Crescimento em meio de cultura 

 

O avanço da microbiologia alcançado no século XIX só foi possível com a 

descoberta dos meios de cultura. O microbiologista francês Louis Pasteur, além de 

desconstruir a geração espontânea, foi responsável por criar o primeiro meio de 

cultura. Anos mais tarde, Robert Koch criou um meio cultura sólido baseado em Agar, 

o qual é utilizado até hoje, possibilitando assim o isolamento e obtenção de culturas 

puras (Bonnet et al., 2020). As características morfológicas, como cor, tamanho e 

aspecto das colônias, podem fornecer indícios do tipo ou gênero bacteriano cultivado. 

No entanto, em muitos casos, substratos cromogênicos ou fluorogênicos são 

utilizados para destacar reações enzimáticas específicas das bactérias de interesse. 

Deste modo, resultando na formação de cores ou à emissão de fluorescência quando 

há crescimento com a atividade enzimática correspondente (Franco-Duarte et al., 

2019). 

Outra abordagem é o emprego de meios seletivos no isolamento de espécies 

ou gêneros bacterianos desejados, utilizando-se de inibidores para eliminar a flora 

microbiana indesejada. Geralmente, o meio seletivo é composto por um meio base ao 

qual são adicionados antibióticos, corantes, sais ou até mesmo outros microrganismos 

que atuem nesta seletividade (Bonnet et al., 2020). No entanto, uma das principais 

desvantagens continua sendo o tempo de incubação requerido para o crescimento, 

que pode variar de 16 a 48 horas. Apesar de sugestivos, esses meios não são 

completamente específicos, demandando a confirmação através de outras técnicas, 

o que por sua vez estende o tempo necessário para a identificação (Váradi et al., 

2017). 

 

2.2.4 Testes bioquímicos 

 

As espécies bacterianas exibem atividades bioquímicas distintas, 

principalmente aquelas relacionadas ao metabolismo, o que permite diferenciá-las 

segundo a sua expressão (Al-Joda et al., 2021; Shoaib et al., 2020). As provas 
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bioquímicas constituem um dos principais métodos de identificação na microbiologia 

(Zhou et al., 2015). Dentre as principais provas, destacam-se os testes de catalase, 

coagulase e redução de nitrato na identificação de bactérias Gram-positivas, enquanto 

os testes de oxidase, urease, indol e vermelho de metila são mais aplicados nas 

bactérias Gram-negativas (Al-Joda et al., 2021; Shoaib et al., 2020).   

Contudo, a bioquímica convencional mostrasse bastante demorada, podendo 

variar entre algumas horas a vários dias. Assim, a utilização de testes bioquímicos em 

sistemas automatizados mostra-se mais vantajoso ao permitir a identificação em 

poucas horas. No entanto, inconsistências podem ser ocasionadas por tais aparelhos. 

Isso foi constatado durante a avaliação do sistema automatizado VITEK®-2, o qual, 

em comparação com os testes bioquímicos convencionais, revelou uma taxa de 

discordância de 20,83% (Ravea et al., 2019).   

Métodos fenotípicos, como os testes bioquímicos, possuem limitações devido 

à capacidade dos microrganismos de alterar suas características. Fatores ambientais, 

como as condições de crescimento, podem ocasionar estresse fisiológico que afeta o 

crescimento. Além disso, mutações genéticas podem levar à expressão de outras 

fenótipos (NG; OV, 2016).  

 

2.3 TÉCNICAS INOVADORAS  

 

2.3.1 Imunoensaios  

 

Os imunoensaios ganharam grande espaço na medicina moderna ao permitir 

detectar e quantificar antígenos e anticorpos. O princípio das técnicas em si são 

similares, uma vez que exploram a interação específica entre antígenos e anticorpos 

(Wang et al., 2022). Algumas destas técnicas utilizam marcadores fluorescentes ou 

quimioluminescentes conjugados aos anticorpos para amplificação do sinal, 

facilitando a visualização ou a detecção por instrumentos (Bender; Mühlen, 2008).  

Dentre as principais técnicas de imunoensaio empregadas no diagnóstico 

microbiológico, destaca-se a imunocromatografia, a imunofluorescência e o ELISA 

(Perantoni et al., 2019). O ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), em especial, 

tem sido empregado na detecção de várias bactérias de importância clínica e 

alimentar (Guo et al., 2018; Jackson et al., 2019). Variações da técnica, como o ELISA 

em papel, possibilitam a redução de custos com equipamentos e reagentes, bem 
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como, diminuir os danos ambientais com resíduos, tornando-a mais viável na 

detecção de patógenos bacterianos (Pang et al., 2018).  Contudo, apesar do ELISA 

facilitar a análise de vários microrganismos em amostras biológicas, as técnicas de 

imunoensaios são menos sensíveis. Além disso, demandam de etapas complexas de 

processamento, que por muitas vezes necessitam de invenção humana (Chen et al., 

2021; Perantoni et al., 2019; Wang et al., 2022).   

 

2.3.2 Biologia molecular  

 

Desenvolvida no século XX, a biologia molecular revolucionou diversas áreas 

de pesquisa, incluindo a identificação de microrganismos. Além de exigirem 

quantidades mínimas de material genético, as técnicas de biologia molecular 

possibilitam a análise da resistência antimicrobiana e a determinação de relações 

filogenéticas (Church et al., 2020; Peranton et al., 2019). Dentre as principais técnicas, 

destacam-se aquelas baseadas na hibridização, amplificação ou sequenciamento do 

material genético (Váradi et al., 2017). A metodologia de amplificação de ácidos 

nucleicos são uma das mais aplicadas no diagnóstico de doenças infecciosas. Neste 

procedimento, inicialmente realiza-se a extração do material genético do patógeno, no 

qual o alvo é processado e purificado antes de ser realmente amplificado para 

identificação. Com diversas variações, a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) continua sendo a metodologia de amplificação mais empregada (Leeuwen, 

2009).   

Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) apresenta 

alta sensibilidade e especificidade, permitindo monitorar e quantificar os produtos 

gerados na amplificação (Perantoni et al., 2019; Sonawane et al., 2013). Isso deve-se 

ao uso de sondas fluorescentes que associado a análise computacional gera 

respostas rápidas e precisas. Diferindo daqueles baseado de eletroforese em gel de 

agarose.  No entanto, as técnicas de amplificação apresentam limitações intrínsecas, 

como incapacidade de identificar múltiplos patógenos simultaneamente, o risco de 

contaminações cruzadas (falsos-positivos) ou mesmo a ação de inibidores (falsos-

negativos)(Leeuwen, 2009; Perantoni et al., 2019; Váradi et al., 2017). Além disso, 

apresentam alto custo com equipamentos e reagentes, necessidade de profissionais 

especializados e ambiente devidamente controlado. 
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2.4 BIOSSENSORES 

 
Os biossensores são dispositivos analíticos altamente seletivos que permitem 

respostas quantitativas e qualitativas de inúmeras amostras (Park, 2020). O termo 

"biossensores", originalmente proposto por Clark e Lyons em 1962, refere-se a 

qualquer dispositivo que utilize de elementos biológicos, como proteínas, enzimas, 

ácido nucleicos e anticorpos, no reconhecimento de alvos específico através dos 

sinais físico-químicos liberados (Castillo-Henríquez et al., 2020; Ramesh et al., 2023)

. Deste modo, a estrutura básica de um biossensor, constitui-se por um "biorreceptor” 

que realizará o reconhecimento do alvo, um transdutor físico-químico que traduzirá o 

biorreconhecimento de maneira a ser compreendida pelo detector (Figura 3) (Kim et 

al., 2019). 

Os biossensores têm despertado grande interesse devido à sua notável 

especificidade e sensibilidade, sendo vistos como alternativas às técnicas analíticas 

tradicionais. Essa evolução impulsionou a utilização de biossensores em diversos 

setores, incluindo a saúde, a indústria alimentícia e a preservação ambiental, devido 

à capacidade de identificar rapidamente e com precisão substâncias como drogas, 

toxinas alimentares, produtos químicos e microrganismos patogênicos. No entanto, 

muitas pesquisas se concentram em sua aplicação como potenciais ferramentas de 

diagnóstico. Esse desenvolvimento envolve um trabalho multidisciplinar, integrando 

conhecimentos de diversas áreas, como química, física, biologia, engenharia e 

nanotecnologia (Carpenter et al., 2018; Chircov et al., 2020). 

 

 

Figura 3. Estrutura e composição de um biossensor, no qual temos o biorreceptor seletivo, o transdutor 

de sinal e o detector. Fonte: Modificado de ARYA et al., 2012. 
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2.4.1 Tipos de biossensores  

 

De acordo com seus elementos, os biossensores podem ser classificados: 

segundo ao tipo de biorreceptor utilizado, segundo o transdutor empregado na 

conversão do sinal ou mesmo de acordo com o modo de reconhecimento. Apesar da 

divisão didática, diferentes arquiteturas de biossensoriamento podem ser 

incorporadas, empregando elementos distintos na obtenção de respostas mais 

precisas e específicas. 

 

2.4.2 De acordo com o seu biorreceptor 

 

A escolha do biorreceptor é um passo crucial na construção de um biossensor, 

no qual deve-se pensar nas características do analito alvo, no tipo de resposta que se 

deseja obter e nas possíveis desvantagens. Os biossensores podem ser 

categorizados de acordo com o tipo de biomolécula utilizada, seja uma enzima, um 

nucleotídeo, um anticorpo, ou ainda pelo uso de microrganismos completos. 

 
2.4.2.1 Genossensor 

 

Genossensores são empregados no reconhecimento de sequências 

específicas de material genético através do uso de ácidos nucleicos. Sondas de 

nucleotídeos, ou mesmo agentes intercalantes, realizam o anelamento específico com 

os pares de base complementares na fita alvo. Isso possibilita uma maior seletividade 

no reconhecimento, resultando em sistemas altamente específicos para a 

identificação de patógenos, contaminações ou ainda mutações genéticas (Garcia-

Melo et al., 2022). 

 

2.4.2.2 Microbiológicos 

 

Microrganismos, devidamente imobilizados ao transdutor, atuam como 

elementos de biorreconhecimento nos biossensores microbiológicos. A utilização de 

micróbios, como bactérias, fungos e algas deve-se ao seu fácil cultivo, que permite 

manuseios simples, bem como maior viabilidade e estabilidade que células 

complexas. Esses microrganismos equivalem-se, comparativamente, a uma “fábrica” 
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de enzimas, coenzimas e cofatores, que quando devidamente ajustados (através do 

bloqueio ou indução de vias metabólicas), propicia respostas altamente seletivas. 

Essas características viabilizam sistemas analíticos simplificados, baratos e com 

ótimos desempenho. Biossensores microbiológico já foram empregados em 

investigações ambientais, na indústria alimentícia e na medicina (Su et al., 2011).  

 
2.4.2.3 Imunossensor  

 

Imunossensores, semelhante aos imunoensaios convencionais, caracterizam-

se pelo reconhecimento da interação específica “anticorpo-antígeno”. Isso faz com 

que os imunossensores tenham alta especificidade e sensibilidade, no qual baseiam-

se na imobilização de anticorpos, ou mesmo antígeno, a superfície do transdutor. 

Esses sistemas apresentam protocolos de montagens bem mais simples, baratas e 

rápidas que dos imunoensaios. Deste modo, permitindo dispositivos analítico portáteis 

ou sistemas de monitoramento em tempo real de moléculas como hormônios, por 

exemplo (Karachaliou et al., 2023; RICCI et al., 2012). Como alternativa às técnicas 

imunoanalíticas convencionais, os imunossensores possibilitam diversas aplicações, 

especialmente no diagnóstico clínico de várias patologias, bem como, no controle 

industrial e na fiscalização de alimentos (Aydin, at al., 2021).  

 

2.4.2.4 Enzimático 

 

A alta especificidade das enzimas em relação a moléculas específicas, 

juntamente com sua capacidade catalítica, levou à sua utilização como biorreceptores 

(Karunakaran at al., 2015). O glicosímetro, como primeiro biossensor a ser 

desenvolvido, marcou o início de uma nova era na pesquisa científica, graças ao 

trabalho de Clark e Lyons (Zhao et al., 2017). Os biossensores enzimáticos 

apresentam limites de detecção bem mais inferiores do que com ligações 

convencionais. Essa característica deve-se à catálise do substrato específico pela 

enzima, seguindo o princípio chave-fechadura. Portanto, sistemas analítico baseado 

em enzimas exibem maior seletividade e sensibilidade em comparação a outros tipos 

de biorreceptores (Karunakaran et al., 2015). Apesar do alto poder analítico, são 

facilmente influenciados por variações de temperatura, pH e concentração de 

substrato/enzima (Navaee et al., 2019).  
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2.4.3 Segundo ao evento de biorreconhecimento 

 

2.4.3.1 Dispositivos de bioafinidade  

 

Este grupo se destaca pela interação molecular específica, que envolve pontes 

de hidrogênio, interações iônicas ou dipolo induzido, entre os elementos sensores e 

seus ligantes/alvos correspondentes. Desta forma, os biossensores baseados em 

bioafinidade utilizam biorreceptores, como anticorpos, peptídeos, ácidos nucleicos, 

microrganismos, entre outros, na identificação e diferenciação do analito (Piroozmand 

et al., 2020).  

 

2.4.3.2 Dispositivos biocatalíticos  

 

Estes dispositivos tem como princípio a catálise enzimática. Alta seletividade 

das enzimas fazem com que ligar-se a alvos específicos. Assim, os biossensores 

biocatalíticos aproveitam os sinais elétricos gerados durante a catálise para a 

identificação do alvo molecular, gerando um produto secundário. Tal metodologia 

permite sistemas analíticos simples e compactos (Amaral et al., 2023).  

 
2.4.4 De Acordo com o Transdutor  

 

Dentre os principais transdutores destacam-se o eletroquímico, óptico, 

piezoelétrico e térmico. 

 

2.4.4.1 Biossensor eletroquímico  

 

Transdutores eletroquímicos convertem as informações químicas dos 

elementos incorporados, como concentração, composição e carga, em sinais elétricos 

mensuráveis. Neste princípio, as modificações entre o biorreceptor e o seu analito 

resultarão em um perfil elétrico distinto, que pode ser classifico como amperométrico 

(corrente), condutimétrico (condutância), potenciométrico (potencial) ou impedimétrico 

(impedância). Biossensores eletroquímicos são amplamente difundidos, englobando 

inúmeras aplicações, no reconhecimento de patógenos (Cesewski et al., 2020)  
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2.4.4.2 Biossensor óptico  

 

Os biorreceptores ópticos traduzem as modificações físico-químicas 

produzidas no biorreconhecimento por meio da alteração no espectro de luz, como 

mudanças da fase, amplitude, polarização ou frequência da luz. Essa técnica permite 

plataformas compactas, super-rápidas e sensíveis (Karunakaran et al., 2015).  

 

2.4.4.3 Biossensor piezoelétrico  

 

Transdutores piezoelétricos são constituídos por um material piezoelétrico, 

como cristais de quartzo, cuja frequência de oscilação é modificada quando ocorre a 

ligação entre o biorreceptor e o analito.  Essa variação na frequência é proporcional a 

massa do analito aderia à superfície do transdutor. Portanto, os biossensores 

piezoelétricos permitem identificar e quantificar pequenas quantidades de massa do 

alvo (Mabrouk et al., 2021).  

 

2.4.4.4 Biossensor Térmico  

 

Os transdutores calorimétricos, empregados em biossensores térmicos, 

convertem a energia térmica das reações químicas (exotérmica e endotérmica) em 

sinais elétricos. Enzimas são comumente escolhidas como biorreceptores devido à 

proporcionalidade entre os sinais térmicos gerados nas reações de catálise e a 

quantidade de substrato presente (Amaral et al., 2023). 

 
2.4.5 Técnicas eletroquímicas 

 
A utilização de biossensores eletroquímicos deve-se a sua simplicidade ao 

permitir detecções rápidas e precisas, sem que demande grande processamento das 

amostras. Além disso, podem ser facilmente integrados a dispositivos eletrônicos para 

criar sistemas de detecção compactos, baratos e de fácil manuseio. A detecção do 

analito em sistemas eletroquímicos dependem do tipo de técnica eletroquímica 

utilizada na interpretação dos sinais de biorreconhecimento. Dentre as principais 

técnicas eletroquímicas destaca-se: potenciométrica, que registra as alterações no 

potencial de circuito aberto; a amperométrica, que quantifica a corrente gerada nos 
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processos de oxirredução de espécies eletroativas; a impedimétrica, que quantifica a 

impedância resultante no sistema ao adicionar componentes à superfície do eletrodo 

(Hammond et al., 2016; Ronkainen et al., 2010).  

 

 

Nas análises eletroquímicas, geralmente utiliza-se um circuito composto por 

três eletrodos: trabalho (ET), referência (ER) e contra-eletrodo (CE) (Figura 4). Os 

eletrodos tem grande impacto sobre as análises eletroquímicas, uma vez que podem 

ser influenciadas pelo material utilizado, pelas dimensões do eletrodo e até mesmo 

por modificações em sua superfície. Além disso, a solução eletroanalíticas tem grande 

importância sobre as reações realizadas adjacentes aos eletrodos. O eletrodo de 

referência, como o nome sugere, oferece um potencial padronizado ao sistema, 

enquanto que o contra-eletrodo possibilita o fluxo de corrente através do eletrodo de 

trabalho. As reações eletroquímicas, bem como as modificações de superfície, 

ocorrem sobre o eletrodo de trabalho. Este eletrodo geralmente é confeccionado por 

um material com alta condutividade e estabilidade química, como platina, ouro ou 

mesmo grafite (Grieshaber et al., 2008). Contudo, novos materiais tem sido utilizados 

em diferente arquiteturas de biossensoriamento, como eletrodos flexíveis. 

 

2.4.6 Espectroscopia de Impedância eletroquímica (EIS) 

 

Fenômenos físico-químicos que ocorram na interface do eletrodo podem ser 

caracterizados através da técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica 

(EIS) (SINGH et al., 2021). Tal técnica consiste na aplicação de um potencial elétrico 

senoidal de baixa amplitude, cuja resposta no domínio da frequência fornece 

a                         b 

Figura 4. Célula eletroquímica (a) e eletrodo comercial (b) compostos pelo eletrodo de trabalho (ET), 

eletrodo de referência (ER) e contra-eletrodo (CE) na detecção eletroquímica. Fonte: modificado de 

Meneses, 2018. 
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informações referente a impedância. Essa característica é bastante explorada no 

desenvolvimento de biossensores impedimétricos, no qual a impedância é medida ao 

longo de um faixa de frequência (geralmente entre 100 kHz e 1 mHz). Deste modo, é 

possível observar a interação do biorreceptor com analito através das variações 

impedimétricas  da EIS (Cesewski et al., 2020; Hammond et al., 2016). Esse processo 

é demonstrado na Figura 5.  

 
 

 

 

Normalmente, os resultados da impedância eletroquímica são representados 

em gráficos de Nyquist ou Bode. No gráfico de Nyquist, podemos identificar uma área 

semicircular que corresponde ao processo de transferência de elétrons (componente 

capacitivo, altura; processo resistivo, diâmetro), enquanto uma linha reta representa o 

processo de difusão (Figura 5a). Uma linha reta única se forma quando os elétrons 

fluem livremente, já um grande semicírculo é gerado quando há uma dificuldade na 

transferência dos elétrons. Deste modo, a resistência à transferência de elétrons é 

diretamente proporcional ao diâmetro do semicírculo (Karunakaran et al., 2015; Singh 

et al., 2021). Modelos de circuito equivalente são frequentemente utilizados na 

interpretação de dados impedimétricos, permitindo a sua comparação com elementos 

de circuito passivos, como resistores e capacitores. Nas análises de EIS, o circuito 

equivalente de Randles é o mais utilizado (Figura 5b). Esse circuito é composto pela: 

resistência de solução eletrolítica (Rs); elemento de fase constante (CPE); resistência 

à transferência de carga (RCT) e impedância de Warburg (Zw) (Cesewski et al., 2020) 

 

a                                                                              b 

Figura 5. Demonstração do gráfico de Nyquist (a) frente aos elementos do circuito equivalente de 

Randles (b). Fonte: Próprio autor. 
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2.4.7 Voltametria Cíclica (VC) 

 

A voltametria corresponde a um conjunto de técnicas eletroanalíticas que 

utilizam a variação do potencial e a medição da corrente resultante na caracterização 

de um analito. A forma como o potencial é variado gera diferentes tipos de 

voltametrias, tais como: polarografia, varredura linear, pulso normal, pulso reverso, 

entre outras. Contudo, a voltametria cíclica (VC) é a técnica mais amplamente utilizada 

devido à facilidade de obter informações sobre o potencial redox e a cinética de 

reações eletroquímicas, na qual se baseia no princípio de oxiredução. A tensão na VC 

é mensurada entre o ER e o ET à medida que a corrente é registrada entre o ET e o 

CE. Deste modo, os resultados descritos no voltamograma são expressos como 

corrente em função da tensão (Grieshaber et al., 2008; Pacheco et al., 2013).  

A presença de picos redução/oxidação no voltamograma cíclico é explicada por 

meio da equação de Nernst, a qual descreve a resposta do sistema frente a mudanças 

no potencial aplicado ou mesmo na uma variação na concentração de espécies na 

solução. A relação entre o potencial da célula eletroquímica (E), o potencial padrão 

das espécies (E0) e a atividade do analito oxidado (Ox) / reduzida (Red) em equilíbrio 

no sistema é descrita na equação de Nernst:  

𝐸 = 𝐸𝑜 +
𝑅𝑇

𝑛𝐹
ln (

𝑂𝑥

𝑅𝑒𝑑
) = 𝐸𝑜 + 2,3026

𝑅𝑇

𝑛𝐹
𝑙𝑜𝑔10 (

𝑂𝑥

𝑅𝑒𝑑
) 

  

no qual R é a constante universal dos gases, T é a temperatura, n é o número de 

elétrons, F é a constante de Faraday. Um voltamograma cíclico típico é ilustrado na 

Figura 6. 

Figura 6. Voltamograma cíclico mostrando uma reação reversível. Fonte: modificado de Elgrishi et al., 

2018. 
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Verifica-se que ao aplicar um potencial positivo (anódico) crescente (A-D), 

ocorre a oxidação do par redox X (X --> X+) próximo à superfície do ET, resultando em 

uma corrente de pico anódica (ipa) proporcional à concentração do analito. A redução 

na ipa deve-se a saturação de X+ na superfície do ET, que reduz o transporte de 

massa, de modo que não haverá mais reação de oxidação (C-D). Desta forma, a 

varredura é invertida ao atingir o ponto de comutação (D), variando negativamente o 

potencial (catódico) aplicado. Esse retorno faz com que haja redução do par redox X+ 

na superfície do ET em X novamente (D-G). A corrente de pico catódica (ipc) gerada 

(F) neste processo será simétrica à ipa quando essa reação for reversível, como 

exemplificado na Figura 6 (Elgrishi et al., 2018; Pacheco et al., 2013). 

 
2.5 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS – AMPS 

 

Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) desempenham um papel crucial na 

defesa inata de diversos seres vivos. Organismos como plantas e invertebrados não 

possuem um sistema de imunidade adaptativa e, portanto, dependem essencialmente 

dos AMPs na defesa contra infecções provocadas por fungos e bactérias (Kumar et 

al., 2018). Em 1939, o microbiologista René Dubos conseguiu isolar o primeiro AMP, 

denominado gramicidina, a partir de cepas de Bacillus presente no solo. Desde então, 

mais de 3.000 AMPs já foram registrados (Li et al., 2022). Muitos desses peptídeos 

exibem um grande potencial terapêutico devido à sua seletiva atividade antimicrobiana 

contra bactérias Gram-Positivas e Gram-Negativas (Mwangi et al., 2019). Essa 

especificidade decorre das interações eletrostáticas precisas dos AMPs com a 

membrana celular dos microrganismos. Os AMPs catiônicos demonstram uma maior 

afinidade por membranas com carga negativa, devido a influência da carga catiônica 

gerada pelos resíduos de arginina e lisina. Isso justifica a maior interação eletrostática 

com a parede bacteriana, que tem uma estrutura mais eletronegativa devido a 

presença do ácido teicoico e do lipopolissacarídeo, do que com membranas celulares 

eucarióticas que não possuem carga (Boparai et al., 2019; Kumar et al., 2018; 

Mwangi et al., 2019). Tais particularidades dos AMPs fazem com que sejam 

explorados como potenciais antibióticos de próxima geração contra microrganismos 

multirresistentes (Li et al., 2022).    

Outra aplicação dos AMPs é o seu uso como biorreceptores seletivos na 

criação de biossensores destinados à detecção de patógenos. Isso decorre das suas 
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propriedades inerentes de hidrofobicidade e carga, que lhes permitem ligar-se de 

forma específica à membranas bacterianas (Stern Bauer et al., 2023). A utilização de 

AMPs na detecção de bactérias tem sido desenvolvida e incorporada em diversas 

áreas e dispositivos desde o início do século XXI. Um dos primeiros usos ocorreu 

na imagiologia médica, onde fragmentos de ubiquitina eram associados a isótopos 

99mTc na construção de imagens. A capacidade de realizar modificações químicas 

oferece uma considerável versatilidade na integração dos AMPs em várias 

metodologias de biossensoriamento, além de possibilitar a modulação do grau de 

afinidade e da atividade bactericida (Pardoux et al., 2020). Além disso, são de fácil 

obtenção e baixo custo de síntese, já que podem ser selecionados dentro de um banco 

de dados. Outra vantagem dos AMPs é devido ao seu baixo peso molecular, o que os 

torna mais flexíveis e estáveis em comparação com os anticorpos ou moléculas mais 

complexas. Essas peculiaridades favorecem a construção, acondicionamento 

e reprodutibilidade dos biodispositivos baseados em peptídeo (Tertis et al., 2021).  

 
2.6 NONOMATERIAIS 

 
O desenvolvimento de nanomateriais possibilitaram a criação de 

nanotecnologias distintas, envolvendo várias áreas de aplicação, especialmente no 

campo biomédico (Mabrouk et al., 2021).  Os nanomateriais podem ser constituídos 

por estruturas de carbono, nanopartículas metálicas, óxidos metálicos, materiais 

semicondutores, pontos quânticos e nanomateriais orgânicos, além dos 

nanocompósitos derivados da associação entre eles (Sheikhzadeh et al., 2021). 

Devido suas características físico-químicas intrínsecas, como propriedades 

mecânicas, magnéticas, ópticas, térmicas, químicas e elétricas, fazem os 

nanomateriais serem bastante explorados na construção de novos biossensores (Su 

et al., 2018; Ungureanu et al., 2022). 

As nanopartículas de ouro (AuNPs) apresentam excelentes propriedades 

ópticas, bem como eletroquímicas, como acelerar a transferência de elétrons na 

superfície do eletrodo e exercer atividade eletrocatalíticas. A área de superfície 

elevada das AuNPs favorecem a incorporação de moléculas para biossensoriamento

(Farzin et al., 2022; Yang et al., 2023). O óxido de grafeno (GO), obtido pela oxidação 

do grafite, apesar de eletricamente resistivo apresenta grupos funcionais de oxigeno 

(COOH, OH; C=O e epóxi) que permitem a associação com outros nanomateriais mais 
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condutores. Além de poder aperfeiçoar a capacidade elétrica, esses grupos funcionais 

dão ao GO maior biocompatibilidade com biomoléculas (Thangamuthu, 2019; Yildiz, 

2021). O polipirrol (PPy) é um excelente polímero condutor de fácil síntese, boa 

estabilidade ambiental e alta condutividade eletrônica. Dependendo do arranjo 

estrutural, as propriedades condutivas do PPy podem ser aprimoradas, tornando-o 

ótimo na montagem de sensores eletroquímicos (Dzulkurnain et al., 2021; Hao et al., 

2022).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  OBJETIVO GERAL  

 
Desenvolver um biossensor baseado no nanocompósito de polipirrol-óxido de 

grafeno-ouro associado ao peptídeo antimicrobiano Lt-MAP4 como biorreceptor para 

identificação e diferenciação de bactérias de interesse clínico. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Avaliação físico-química dos parâmetros relacionados às etapas de 

modificação da superfície do eletrodo metálico; 

 Determinação das propriedades bioeletroquímicas da modificação covalente 

de Lt-MAP4 e nanocompósito de polipirrol-óxido de grafeno-ouro; 

 Avaliação dos fenômenos interfaciais do sistema sensor e sua utilização para 

fabricação de biodispositivos; 

 Caracterização da interação do sistema sensor com as bactérias Escherichia 

coli, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens através 

das técnicas de EIS e VC; 

 Avaliação teórica do elemento de fase constante (CPE) e da resistência à 

transferência de carga (RCT) através de circuitos equivalentes. 

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

voltamogramas cíclicos; 

 Utilização da técnica de EIS para caracterização impedimétrica da interação de 

nanocompósito de polipirrol-óxido de grafeno-ouro associado a Lt-MAP4 com 

diferentes tipos de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. 
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4 METODOLOGIA  

 
Conduziu-se uma pesquisa experimental, no qual desenvolveu e avaliou a 

aplicação de um sistema sensor frente à bactérias de interesse clínico, utilizando-se 

de análises qualitativas e quantitativas, bem como estatística dos resultados obtidos.  

 
4.1 MATERIAIS 

 
L-Cisteamina (cys) 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil), carbodiimida (EDC), N-

Hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Etanol, 

FeCl3.6H2O, Pirrol, NaClO, alumina (0,04µm). Fosfato de sódio monobásico, fosfato 

de sódio dibásico, ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) e ferrocianeto de potássio 

(K4[Fe(CN)6]) foram obtidos pela VETEC (Brasil). Peptídeo Lt-MAP4 

(AKKLAKYLKKA), água ultrapura obtida pelo sistema de purificação Millipore Milli-Q 

(Billerica, EUA), potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm, 

Holanda), NOVA 1.11, Origin Pro 9 (OriginLab, EUA). 

 
4.2 SÍNTESE DO NANOCOMPÓSITO DE POLIPIRROL-ÓXIDO DE GRAFENO-OURO 

 
Em um balão de fundo chato, foram adicionados 20 mL etanol com 1,5 mL de 

pirrol sob agitação. Posteriormente adicionou AuNPs (5 mL) e 30 mg de Óxido de 

Grafeno (GO), mantendo sob agitação magnética constante por 1h (Figura 7). Em 

seguida, foi preparado 200 mL de etanol com FeCl3.6H2O (9g, 33 mM) que foi gotejada 

na solução de Pirrol com AuNPs e GO, deixando sob agitação por 24h a 25°C. O 

nanocompósito sequencialmente foi filtrado com água e acetona para remover o pirrol 

e cloreto férrico e seco em estufa a 50°C. Posteriormente o nanocompósito foi 

ressuspenso em água deionizada/destila (1 mg/mL) para que pudesse ser usado. 

Figura 7. Síntese do nanocompósito. Fonte: próprio autor 
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4.3 MODIFICAÇÃO DA SUPERFÍCIE DO ELETRODO 

 

O eletrodo de barra de ouro (BGE) foi polido suavemente em feltro com pasta 

de alumina (0,04µm), realizando movimentos circulares. Posteriormente, o BGE foi 

novamente friccionando em lixa de alta granulação (1200) para retirar resquícios da 

alumina aderida e deixado em imersão de NaClO por 5 min. Com a superfície de ouro 

limpa, deu-se seguimento a montagem da monocamada automontada (SAM), 

imergindo o eletrodo em solução aquosa de cisteamina (50mM) por 15 min em 

temperatura ambiente. Entre cada etapa de modificação o eletrodo foi enxaguado com 

água deionizada/destilada. Sequencialmente, a superfície de ouro como SAM foi 

modificada adicionando 2 ali de EDC/NHS (0,4M / 0,1 M) (1:1, v/v) juntamente com 4 

μL do nanocompósito (PPy-AuNPs-GO) até completa adsorção. Os grupos 

carboxílicos (COOH) do óxido de grafeno, ao serem ativados pelo EDC/NHS, geram 

ésteres de NHS que permitem ligar-se a SAM através dos grupos amina livres da 

cisteamina. Após seco, cuidadosamente foi retirado com papel o excesso de 

nanocompósito em torno do eletrodo. Posteriormente, 2μL de EDC/NHS (0,4M / 0,1 

M) (1:1, v/v) foi adicionado para ativar outras vez os grupos COOH do óxido de 

grafeno. Ao passar 5 min, gotejou-se 2μL do peptídeo LT-MAP4 a superfície do 

eletrodo, no qual permaneceu em incubação por 20 min.  O excesso de peptídeos não 

adsorvido foi removido um jato suave de água deionizada/destilada na lateral do 

eletrodo.  

Com a montagem finalizada, capacidade analítica foi avaliada diante de 

suspensões bacterianas na ordem de concentração de 101 a 105 CFU mL-1. O eletrodo 

foi submerso por 5 min na suspensão bacteriana, de modo que gera-se o 

biorreconhecimento, realizando a análise sequencial das concentrações de cada 

patógeno. A solução salina foi utilizada nas suspensão dos microrganismos, com 

intuído de manter sua integridade e viabilidade, prevenindo de mudanças brusca de 

pH ou temperatura que causassem a sua morte (Zamzami et al., 2023). Dentre as 

bactérias de importância clínica foram avaliadas: S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. 

 

4.4 MEDIÇÕES ELETROQUÍMICAS 

 

 A caracterização da plataforma biossensora, bem como, das respostas de 

bioreconhecimento foram obtidas por meio de análises voltamétricas e 
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impedimétricas. Os estudos realizam-se em uma estação de trabalho eletroquímica 

potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm, Holanda) em 

temperatura ambiente. A célula eletroquímica foi composta por três eletrodos, como 

seguem: eletrodo de fio de platina como CE; eletrodo Ag/AgCl (saturado com KCl 3 

M) como ER; e, eletrodo de barra de ouro (BGE) como ET. Os experimentos com 

voltametria cíclica (VC) foram realizados com o potencial digitalizado de - 0,2 até 0,7 

V a uma taxa de varredura de 50 mV s−1. As verificações de espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIS) ocorreram sob potencial de onda senoidal com 

amplitude de 10 mV e 30 pontos de dados distribuídos em uma faixa de frequência de 

100 mHz a 100 kHz. Estudos eletroquímicos foram realizados dentro de uma gaiola 

de Faraday, e na presença de solução de 10 mM de ferro-ferricianeto de potássio 

(K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]) (1:1, v/v) preparado em tampão fosfato salino (PBS) pH 7,4 

como sonda redox. O software empregado para interface gráfica foi o NOVA 1.11 

enquanto que a plotagem dos dados foram feitas no software Origin Pro 9 (OriginLab, 

EUA) 

 

4.5 MEDIDAS UV-VIS 

 

A suspensão do nanocompósito, juntamente com uma solução coloidal de 

AuNPs puras, tiveram a sua absorbância medidas através da espectrofotômetro de 

UV/visível de modelo K37-UVVIS (Kasvi, Br) ao longo da faixa de comprimento de 

onda de 250-700nm. 

 

4.6 MEDIÇÕES NO FTIR 

 

Medições de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) do nanocompósito e AuNPs puras foram realizados ao longo do número de 

ondas compreendidas entre 650 cm -1 a 4000 cm-1 através do espectrômetro FTIR 

Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Rowville, Austrália) 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 SENSOR PPY-AUNPS-GO-LT-MAP4 

 
O biorrenhecimento, bem como, as demais modificações para construção do 

sistema sensor sobre o BGE podem ser observadas na representação esquemática 

da Figura 8. 

 

5.2 ANÁLISE UV-VIS E FTIR DO NANOCOMPÓSITO 

 

A caracterização do nanocompósito de PPy-AuNPs-GO foi realizada através 

das técnicas de espectroscopia UV/visível (UV-vis) e espectroscopia de infravermelho 

por transformada de Fourier (FTIR). A avaliação do espectro eletromagnética por meio 

do UV-vis (Figura 9a) demostrou que as AuNPs ao ser incorporadas tiveram seu pico 

de absorção típico entorno de 529 nm omitido (Azri et al., 2019). Contudo, observou-

se um pico difuso entre 250-300 nm correspondente à sobreposição do PPy com o 

GO. A transição n  π* dos grupos carbonila do GO puro expressam um pico em 300 

nm enquanto que a transição eletrônica da orbital molecular do anel aromático na 

cadeia polimérica do PPy geram um pico próximo à 312 nm (Tene et al., 2021; Ullah 

et al., 2022). Através disso, o perfil do PPy-AuNPs-GO expresso pelo UV-vis sustenta 

a presença de agregação e interação entre os componentes. 

Os distintos grupos funcionais presentes no nanocompósito foram verificados 

no FTIR (Figura 9b).Onde o GO amplo faixa de pico em 3600-2900 cm-1 corresponde 

ao estiramento do grupo carboxil (O-H), enquanto que o pico próximo a 1600 cm-1 

pertence a trecho de grafite não oxidado (C=C).  Além disso, o pico entre 1450 cm-1 

está ligado ao epóxi (C-O) ao mesmo tempo que o pico visto perto de 1300 cm-1 

corresponde ao estiramento do grupo álcool (C-OH) (Rosas-Laverde at al., 2020). Já 

Figura 8. Montagem do sistema sensor Cys-PPy-AuNPs-GO-Lt-MAP4. Fonte: Próprio autor. 
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entre 1450-1470 cm-1 é observável as vibrações do estiramento das ligações C-N do 

anel pirrol, enquanto as ligações C–H do anel são evidentes em torno de 1030 cm−1 

(Ullah et al., 2022). Apesar de não visualizadas distintamente no nanocompósito, 

devido à baixa concentração e sobreposição com outras bandas, as AuNPs 

apresentam picos de transmitâncias compreendido nas faixa de 3240 e 1690 cm-1 

quando puro (Azri et al., 2019).   

 

 
5.3 CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DA PLATAFORMA BIOSSENSORA 

 
A caracterização da construção sequencial da plataforma biossensora 

associada ao peptídeo Lt-MAP4 foi realizada mediante seu comportamento na VC e 

EIS. Ao observar o gráfico de VC (Figura 10a), verifica-se uma natureza reversível dos 

picos anódicos e catódicos, associado a integridade da plataforma mesmo após as 

varreduras potenciais. Apesar disso, somente os dados dos picos anódico (ipa) foram 

utilizados nas análises. 

 O BGE limpo apresenta picos anódicos e catódicos bem definidos, com uma 

resposta elétricas de 59,35 μA no pico anódico. Contudo, alterações na transferência 

elétrica são verificadas ao logo das modificações na plataforma. Onde adsorção da 

cys provocou aumento da ipa (62,51 μA) devido à atração eletrostática entre seu grupo 

amina, carregado positivamente, e o par redox de carga negativa, com elevação no 

trânsito de elétrons (Moustakim et al., 2022). A ligação da cys à superfície do ouro é 

realizada através do grupo tiol, que devido sua forte atração com o ouro cria um fino 

filme altamente organizado, referido como uma monocamada automontada (SAM). 

Essa configuração permite que a cys atue como molécula espaçadora, fazendo com 

a                                                                              b 

Figura 9. Caracterização do nancompósito pelas técnicas de UV-vis (a) e FTIR (b). Fonte: Próprio autor. 
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que os eventos de oxiredução ocorram adjacentes à superfície do eletrodo (Kim et al., 

2021)  Ao adicionar PPy-AuNPs-GO, verifica-se uma redução discreta no pico anódico 

(60,41 μA) ao ligar-se a cys, devido ao bloqueio no trânsito de elétrons facilitado entre 

o par redox. Apesar da diminuição no pico, a semelhança com o perfil do eletrodo 

limpo indica que nanocompósito apresenta uma boa capacidade elétrica. Isso deve-

se a alta condutividade de PPy e das AuNPs que favorecem a fluxo elétrico (German 

et al., 2020). Apesar disso, há uma significativa redução (56,12 μA) ao imobilizar o Lt-

MAP4 à plataforma, que indica maior dificuldade a passagem dos elétrons devido à 

complexidade e tamanho do AMP. 

 

 

Outras informações da modificação da superfície do eletrodo foram obtidas 

através da EIS, quantificando a resistência à transferência de carga (RCT). O valor do 

RCT, que está relacionado ao diâmetro do semicírculo de Cole-Cole, permite a 

avaliação da cinética de transferência de elétrons da sonda redox (Silva Junior, 2018). 

No diagrama de Nyquist (Figura 10b) observa-se um pequeno semicírculo no BGE 

limpo (RCT = 0,123 kΩ) devido a passagem desimpedida dos elétrons. No entanto, 

observa-se uma diminuição no tamanho do semicírculo ao cobrir a superfície de ouro 

com cys. Isso ocorre devido à atração eletrostática do grupo amina com par redox, o 

que resulta em uma menor resistência à transferência de cargas (RCT = -1,434 kΩ). Já 

ao imobilizar o PPy-AuNPs-GO observa-se um semicírculo bem baixo, demonstrando 

fluxo livre dos elétrons, com um leve aumento no RCT (RCT = 0,182 kΩ). Por outro lado, 

ao conjugar o Lt-MAP4 a plataforma resulta em uma maior dificuldade a passagem 

dos elétrons (RCT = 0,394 kΩ), expressa pelo aumento do semicírculo. Esses 

resultados respaldam com os obtidos na VC. 

a                                                                           b 

Figura 10. Voltamograma cíclico (a) e diagrama de Nyquist (b) referentes a montagem da plataforma. 
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5.4 PERFORMANCE ANALÍTICA DO BIOSSENSOR  

 

 Através dos voltamogramas cíclicos apresentado na Figura 11 (a; c; e), 

constata uma redução gradual nos picos anódicos e catódicos, proporcional a 

concentração bacteriana à qual foram expostos. Isso indica que houve 

reconhecimento das bactérias, na qual o peptídeo Lt-MAP4 aderido à plataforma 

interage eletrostaticamente com elementos da parede bacteriana, dificultando a 

passagem de corrente.  

Figura 11. Análise voltamétrica (a; c ; e) e impedimétrica (b; d; f) do biossensor frente as concentrações 

bacterianas. 

 

a)                                                                         b) 

e)                                                                         f) 

c)                                                                         d) 
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Uma melhor distinção entre as respostas de biorreconhecimento de cada 

microrganismos pode ser alcançado através da porcentagem de desvio relativo da 

variação da corrente anódica (ΔI) (Silva Junior, 2021). Calculou-se o ΔI usando a 

seguinte fórmula: 

∆𝐈(%) =
[(
𝟏
𝐈𝐛
) − (

𝟏
𝐈𝐚)]

(
𝟏
𝐈𝐛
)

× 𝟏𝟎𝟎 

na qual Ia representa à ipa da plataforma, obtida ao incorporar o peptídeo, enquanto 

que o Ib corresponde ao ipa obtido após interação com o analito. 

Os resultado de ΔI para as três bactérias são expressas na Tabela 4. Verifica-

se que os valores de ΔI eleva proporcionalmente ao aumento da concentração, 

expressa em UFC.mL-1. Além disso, nota-se uma leve distinção entre os valores 

expressos pelos microrganismos avaliados. Onde as bactérias E. coli e a K 

pneumoniae, ambas Gram-negativas, demonstraram, em geral, um valor de ΔI 

superior ao observado para o S. aureus.  

 

 

Através dos gráficos de impedância de Nyquist (Figura 11b; d; f) podemos 

verificar uma sutil diferenças entre os perfis de biorreconhecimento. Uma maior 

resistência a transferência de cargas, associada ao aumento no diâmetro do 

semicírculo, é observada nas bactérias Gram-negativas (E. coli e K pneumoniae). 

Essa diferença entre Gram-negativas e Gram positivas corrobora com o que foi 

observado no trabalho de Miranda et al., 2017, que empregou o AMP Clavanin A como 

biorreceptor na identificação de bactérias. 

Tabela 4. Variação da corrente anódica (ΔI) após interação com as bactérias (101-105 UFC mL-1). 
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Os dados impedimétricos foram ajustados ao circuito equivalente de Randles 

(Figura 12) de modo a avaliar quantitativamente os fenômenos interfaciais da 

plataforma sensora. O circuito é constituído: resistência de solução eletrolítica (RS); 

elemento de fase constante (CPE); resistência à transferência de carga (RCT) e a 

impedância de Warburg (Zw). Os valores de RCT, assim como da CPE, tem íntima 

relação com as modificações da interface eletroquímica do eletrodo. Desta forma, 

alterações no perfil impedimétrico da superfície do eletrodo com o par redox são 

caracterizados pelo RCT, o qual tem direta associação a massa bacteriana exposta ao 

biossensor (Silva Junior et al., 2021). Os valores dos elementos de circuitos da 

plataforma e biorreconhecimento de cada bactéria são apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5. Valores dos elementos do circuito equivalente de Randles após exposição a distintas 

concentrações bacterianas (101-105 UFC mL-1). 

Figura 12. Circuito equivalente de Randles utilizado no ajuste dos dados impedimétricos. Fonte: Próprio 

autor. 
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Apesar do crescimento linear para os três patógenos, as bactérias Gram-

negativas (E. coli e K pneumoniae) expressaram maior RCT. Essa predileção do 

peptídeo Lt-MAP4 pode estar atrelada a diferença na constituição da parede 

bacteriana (Kumar et al., 2018).Na qual as bactérias Gram-negativas possuem uma 

membrana externa muito negativa, devido à alta quantidade de lipopolissacarídeo 

aniônico, favorecendo interações eletrostáticas e hidrofóbicas (Pardoux et al., 2020). 

Uma curva de calibração, baseada na variação da resistência à transferência 

de cargas (ΔRCT), foi utilizada na avaliação da capacidade analítica do biossensor. A 

relação linear do ΔRCT% frente a concentração do analito é expressa pela seguinte 

equação:  

∆𝐑𝐂𝐓 =
𝐑𝐂𝐓(𝐛𝐚𝐜𝐭.) − 𝐑𝐂𝐓(𝐩𝐥𝐚𝐭𝐚𝐟.)

𝐑𝐂𝐓(𝐩𝐥𝐚𝐭𝐚𝐟.)
× 𝟏𝟎𝟎 

onde RCT(Bact.) corresponde ao valor do RCT obtido após a exposição às suspensões 

bacterianas enquanto que o RCT(Plataf.) está ligado ao RCT da plataforma Cys-PPy-

AuNPs-GO quando houve imobilização do Lt-MAP4. Esses dados são apresentados 

na Figura 13. 

 

 

Como demostrado, há uma relação entre a concentração e o tipo bacteriano 

analisado. Esse perfil linear de reconhecimento é justificado pela diferença na 

Figura 13. Curva de calibração obtida usando os valores de ΔRCT% 
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constituição dos alvos. Deste modo, os valores de ΔRCT obtidos para o S. aureus, 

como previsto, permaneceram menores em comparação aos da K. pneumoniae e da 

E. coli. Essa distribuição mostram-se concisa ao traçar a reta da curva de calibração, 

resultando em um coeficiente de determinação (R²) superior a 0,95. Essa associação 

entre ΔRCT a massa bacteriana, entre as três espécies analisadas, pode ser melhor 

visualizada na Figura 14.  

 

 

Através da quantificação do recobrimento da camada sensora (θ) é possível 

avaliar os sítios de ligação ocupados pelas bactérias, segundo a seguinte equação: 

 

𝛉 = 𝟏 −
𝐑𝐂𝐓(𝐩𝐥𝐚𝐭)

𝐑𝐂𝐓(𝐛𝐚𝐜)
 

 

no qual o RCT(plat) é referente ao RCT da plataforma Cys-PPy-AuNPs-GO-Lt-MAP4 

enquanto que o RCT(bac) corresponde ao valores de RCT após a exposição a 

bacteriana. Os dados obtidos são expressos na Figura 15. Ao observar o gráfico, 

verifica-se que aumento de θ está diretamente relacionada à quantidade de colônias 

bacterianas expostas, com ressalve ao maior crescimento para as Gram-negativas. 

Assim, os valores representados por θ coincidem com os dados obtidos no ΔRCT. 

Figura 14. ΔRCT% após exposição a diferentes espécies de bactérias. 
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Isso permite inferir que o sistema sensor além de interagir com as células bacteriana 

apresenta resposta específicas segundo a composição da parede bacteriana. 

 

 

Figura 15. Recobrimento da camada sensora (θ) após reconhecimento bacteriano (101-105 UFC mL-1) 
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6 CONCLUSÃO  

 

No presente estudo, um biossensor eletroquímico constituído por monocamada 

de cisteamina, nanocompósito de PPy-AuNPs-GO e peptídeo antimicrobiano Lt-MAP4 

foi empregado na detectar bactérias de importância médica. O nanocompósito frente 

as análises de UV-vis e FTIR demonstrou a associação do PPy com o GO, perante o 

reconhecimento dos seus grupos funcionais. Além disso, o nanocompósito apresentou 

ótima condutividade ao ligar-se a SAM de cys, bem como, possibilitou a 

funcionalização do peptídeo Lt-MAP4 a plataforma, conforme verificada nas técnicas 

de VC e EIS. A performance analítica do biossensor frente as suspensões bacterianas 

de E. coli, K. pneumoniae e S. aureus mostrou-se bem sucedida segundo os dados 

de ipa e RCT. Através dos cálculos de ΔI, ΔRCT e θ verificou-se a correlação linear 

entre a concentração bacteriana apresentada e a resposta do biossensor, na qual 

foram quantitativamente maiores para os Gram-negativos. Isso demostra que o 

peptídeo antimicrobiano Lt-MAP4 tem maior sensibilidade às bactérias Gram-

negativas, devido sua parede bacteriana eletricamente negativa. Contudo, novos 

testes devem ser realizados, como análise da adsorção dos componentes através da 

técnica de AFM, avaliar outras espécies bacterianas, bem como, verificar a interação 

com fungos e controles negativos. Desta forma, o sistema sensor proposto mostra-se 

como uma alternativa promissora as técnicas convencionais de identificação 

bacteriana, possibilitando futuramente sua aplicado no reconhecimento de amostras 

clínicas e hospitalares. 
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