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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos dois genossensores eletroquimicos descartaveis para a identificagdo de plantas
baseado na reacdo de hibridizacdo entre duas cadeias de ADN complementares de duas espécies de plantas: Erica
arborea (urze) e Castanea sativa (castanheiro). Analisando bases de dados publicas, foram selecionados dois pares de
sequéncias especificamente cortadas e desenhadas para identificar o ADN da urze e do castanheiro. A construcao
do genossensor foi efetuada em trés etapas: (i) Fase sensorial - criagado de uma bicamada automontada constituida
pelo ADN tiolado e o mercaptohexanol (MCH) na superficie do elétrodo descartavel; (ii) Promogao da reagao de
hibridagdo do ADN em formato “sandwich” para aumentar a seletividade e; (iii) Dete¢ao eletroquimica da reagao
de hibridagao através da avaliagdo da reacdo de redugao do substrato tetrametilbenzidina/peréxido (TMB/H,0,). Por
cronoamperometria obteve-se uma correlagao linear entre a intensidade de corrente e a concentragao de ADN alvo no
intervalo de 0,03 a 2,00 nmol/L para E. arborea e 0,03 a 1,00 nmol/L para C. sativa. Os genossensores conseguiram detetar
a reac¢ao de hibridizagao entre as cadeias de ADN sintéticas e ADN extraido das plantas. Assim, estes dispositivos sao
ferramentas simples e promissoras para detetar plantas e poderao ser usados na autenticagao de produtos alimentares
contendo urze e castanheiro.

Palavras-chave: Castanea sativa, Erica arborea, Genossensores eletroquimicos.

ABSTRACT

In this study, two disposables electrochemical genosensors based on the hybridization reaction between two
complementary DNA probes were developed to determine thebotanical origin of two plant species: Ericaarborea (Heather)
and Castanea sativa (Chestnut). Analyzing public databases, two sequences were specifically cut and designed to identify
the heather e chestnut DNA in real samples. The genosensors’ construction were carried out in three stages (i) Sensory
phase: creation of a mixed self-assembled monolayer (SAM) consisting of the thiolated DNA and mercaptohexanol
(MCH) on the surface of the disposable electrode; (ii) Promotion of the DNA hybridization reaction in a “sandwich”
format to increase selectivity and; (iii) Electrochemical detection of the hybridization reaction through the evaluation of
the reduction reaction of the tetramethylbenzidine/peroxide (TMB/H,0O,) substrate. Using chronoamperometry, a linear
correlation was obtained between the electrochemical current and the concentration of DNA-target probe in a 0.03 to
2.00 nmol/L range for E. arborea and 0.03 to 1.00 nmol/L for C. sativa. These genosensors detected the hybridization
reaction between the synthetic and real DNA probes of both plants. Therefore, electrochemical genosensors emerge as
a simple and promising analytical technique that can be used to authenticate food products that contain heather and
chestnut DNA.

Keywords: Castanea sativa, Erica arborea, Electrochemical genosensor.
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INTRODUCAO

A fraude alimentar como a contaminacao e adulte-
racdao de alimentos e bebidas tém refor¢cado a im-
portancia de um rigoroso controlo da qualidade e
seguranca dos alimentos (Brooks et al., 2021; FAQ,
2021). Por isso, impulsionada pela intensa competi-
¢do para produzir alimentos de alta qualidade e de
valor acrescentado, bem como pela crescente preo-
cupacao com a origem e a seguranca dos alimentos,
a procura de métodos analiticos robustos, exatos,
precisos e confidveis para a autenticagao e rastrea-
bilidade de alimentos tem aumentado nas tltimas
décadas (Fanelli et al., 2021; Lanubile et al., 2024).

No setor agroalimentar, as fraudes alimentares
mais denunciadas estdo associadas a falsificacao
de especiarias, tal como o agafrao, e adulteracao
de azeite, dleo, vinho, cacau, mel e sumos de fruta
(Manning & Soon, 2016). De acordo com a Autori-
dade de Seguranca Alimentar e Econémica (ASAE)
a adulteracao de alimentos ocorre quando, por
motivos econdémicos, um género alimenticio é fal-
sificado através da adicao, substragao ou substitui-
cao, parcial ou total, de substancias ou ingredien-
tes. Convém realcar que a fraude alimentar afeta
anualmente a induastria alimentar mundial em cer-
ca de 30 mil milhoes de euros (European Commis-
sion, 2018; FAO, 2021).

O foco deste trabalho sao duas espécies vegetais
comuns em Portugal, Castanea sativa, comummente
designado de castanheiro, e Erica arborea conhecida
por urze. O castanheiro, especialmente o seu fruto,
é frequentemente utilizado em pratos mediterra-
neos (e.g., castanha assada, puré de castanha, sopa
de castanha) ou ainda processada para produzir
farinha sem glaten, compota, licores, rebucados e
oleo de castanheiro (Santos et al., 2022). Por outro
lado, ndo existem vdrios pratos com urze. A urze
€ principalmente utilizada para fazer infusdes de-
vido ao seu efeito diurético e antissético, ou como
adereco em confei¢oes (bolos e bolachas) e alguns
pratos na regiao mediterranica (Suna et al., 2018).
Ambas as espécies sdo reconhecidas como um in-
grediente residual do mel, havendo uma grande
diversidade de méis no mercado rotulados com o
nome da espécie, sobretudo méis de urze.
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Existem diferentes abordagens analiticas destina-
das a verificacao da autenticidade alimentar, no-
meadamente a determinacdo da composicao qui-
mica e a identificagdo de metabolitos primarios e
secundarios. Para isso podem-se utilizar diversas
e diferentes técnicas analiticas como a analise da
razao isotdpica de carbono estavel (Padovan ef al.,
2003; Bontempo et al., 2017), cromatografia gasosa
(Ruiz-Matute et al., 2007, 2010), cromatografia liqui-
da (Cotte et al., 2003; Amiry ef al., 2017), cromato-
grafia de troca anidnica de alta eficiéncia (Morales
et al., 2008; Corradini et al., 2012; Se et al., 2018),
cromatografia em camada fina (Puscas et al., 2013),
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear
(Ribeiro et al., 2014; Spiteri et al., 2015), espetrosco-
pia Raman (Yang & Ying, 2011) e espetroscopia de
infravermelho (Anguebes et al., 2016; éugar & Bouf,
2016).

Quanto a autenticidade dos alimentos e a confir-
magao da origem certificada, especificamente para
a atribuigao do selo de qualidade Denominacao de
Origem Protegida (DOP), a analise de ADN ¢é cru-
cial, pois fornece dados valiosos sobre a caracte-
rizagao genética, como a identificagao de algumas
espécies de plantas e assim como a identificagao
do cultivo de uma determinada variedade especi-
fica. Para muitas espécies vegetais e produtos de
origem vegetal, a qualidade e o preco aplicado no
mercado depende da variedade cultivada (Zam-
bianchi et al., 2021).

As metodologias analiticas mais usadas para iden-
tificar espécies e variedades de interesse comer-
cial sao baseadas em técnicas de biologia molecu-
lar, com a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
A vantagem do uso da PCR estd na possibilidade
de identificar a amostra independentemente da
idade, estado fisioldgico, condigao e tipo de tecido,
e processamento da matriz inicial (Kang, 2019). Po-
rém estas técnicas implicam o uso de equipamento
muito dispendioso e de pessoal especializado.

Uma metodologia alternativa promissora e inova-
dora para a identificagdo e quantificacao de ADN ¢é
a utilizagao de genossensores eletroquimicos (Ma-
soomi et al., 2024). Estes dispositivos analiticos sao
capazes de detetar a reacdo de hibridizagao entre



duas cadeias de ADN complementares imobiliza-
das num suporte fisico, como, por exemplo, o ouro
(Campuzano et al., 2011). Estes dispositivos tém si-
do utilizados para diversos fins, uma vez que sao
portateis, simples, faceis de usar e economicos.

Neste trabalho foram construidos e otimizados ge-
nossensores eletroquimicos capazes de reconhecer
o ADN de duas espécies vegetais, C. sativa (casta-
nheiro), e E. arborea (urze), com elevada sensibili-
dade e seletividade. Esta ferramenta analitica tem
como objetivo ser um auxilio valioso na avaliacao
da qualidade e na identificagdo da procedéncia bo-
tanica e geografica, de produtos que contenham
ADN de castanheiro e de urze. Apds a otimizagao
de todos os parametros analiticos, tracaram-se
curvas de calibragdo a partir das quais foi possivel
validar e confirmar a presenca de espécies como E.
arborea e C. sativa nas respetivas amostras.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes e solucoes

Os reagentes 3,3,5,5 tetrametilbenzidina (TMB),
6-mercapto-1-hexanol (MCH), a solugao tampao de
sddio-fosfato de sédio-EDTA (SSPE 20 x: fosfato de
s6dio 200 mmol/L, NaCl 3 mol/L, EDTA 20 mmol/L)
a pH 74 foram comprados a empresa Sigma Aldri-
ch. A solugao tampao de fosfato (PBS) contendo
caseina foi adquirida a Thermo Fisher, enquanto
que o etanol absoluto e o fragmento do anticorpo
antifluoresceina-peroxidase (anti-FITC-POD) fo-
ram obtidos através da Carlo e Roche Diagnosti-
cs, respetivamente. Todos os reagentes utilizados
neste ensaio foram de qualidade analitica, pelo que
nao foi necessaria qualquer purificacao.

Antes de ser utilizado, o tampao SSPE 20x foi di-
luido para uma concentracao de SSPE 2x usando
agua ultrapura Milli-Q com condutividade igual a
0,054 pS/cm e resistividade de 18,200 MQ.cm obti-
da a partir de um sistema de purificacao Millipore.

Aparelhos e elétrodos
Os genossensores eletroquimicos foram construi-

dos utilizando elétrodos comerciais descartaveis
serigrafados de ouro (SPGE) (C223BT, DropSens),

obtido a partir da empresa QQMetrohm. Estes SP-
GE sao constituidos por um elétrodo de trabalho
em ouro (J 1,6 mm), um elétrodo de pseudorre-
feréncia de prata e um elétrodo auxiliar de ouro,
numa plataforma de ceramica. O equipamento de
medida consistiu num potenciostato/galvanostato
eletroquimico Autolab (PGSTAT101, (QOMetrohm)
equipado com o software NOVA 1.11.2, que foi uti-
lizado para medir todos os sinais eletroquimicos.

Os cronoamperogramas foram registados a -0,1 V
por 60 s. A intensidade de corrente utilizada para
fins analiticos correspondeu a média das intensi-
dades das correntes elétricas obtidas nos tltimos
10 s da medicao. Todas as medidas foram realiza-
das a temperatura ambiente (25 °C + 1,0 °C).

Oligonucleétidos

Para a construcao do genossensor eletroquimico
seletivo e especifico para a urze e o castanheiro,
foram desenhados dois conjuntos de sequéncias de
ADN: uma sequéncia de ADN-alvo sintética de 98
pares de bases (pb) capaz de reconhecer a origem
botanica da flor de urze e outra sonda de ADN-
-alvo com 103 pb para o castanheiro (Quadro 1).
As suas sequéncias de ADN complementares fo-
ram clivadas em dois fragmentos de ADN menores,
obtendo-se para a urze uma sonda de ADN de cap-
tura de 28 pb e uma sonda de ADN-sinalizadora de
70 pb e para o castanheiro uma sonda de ADN de
captura e sonda de ADN sinalizadora com 22 pb e
81 pb, respetivamente.

As sondas de ADN de captura e de sinalizagao
também foram projetadas para minimizar a for-
macao de estruturas secunddrias, uma vez que
numa superficie plana (como o elétrodo de ouro)
estruturas secundarias fortes podem dificultar o
processo de hibridiza¢do (Campuzano et al., 2011).

As sequéncias de oligonucledtidos (Quadro 1)
utilizadas neste estudo foram adquiridas, na for-
ma de sal liofilizado, a empresa Eurogentec. Cada
solucao-mae de oligonucleotdos foi ressuspendida
a uma concentracao de 100 nmol/L com 4gua ultra-
pura Milli-Q e armazenada a — 20°C. Os oligonu-
cledtidos de trabalho foram preparados diariamen-
te diluindo-se, até a concentragdo necessaria, com
o tampao SSPE 2x.
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Quadro 1 - Sequéncias de oligonucleétidos

Oligonucledtidos

Sequéncia 5’ — 3’

Numero de bases

Erica-ADN-captura

Erica-ADN-sinalizadora

Erica-ADN-alvo
Castanea-ADN-captura

Castanea-ADN-sinalizadora

Castanea-ADN-alvo

Urze - Forward Primer
Urze — Reverse Primer
Castanha — Forward Primer
Castanha — Reverse Primer

GACCTT CTT TTT AGG CCA ACC GAG CAC A-SH 28
FAM-GAC TGC GTA GCA TGC ACA ACG TGT CGC AGT TTG GCA ACC ACC ACT TGT TGT 70
GAT GTC CGT CAT CAG G
TGT GCT CGG TTG GCC TAA AAA GAA GGT CCC TGA TGA CGG ACA TCA CAA CAA GTG 08
GTG GTT GCC AAA CTG TCG CGA CAC GTT GTG CAT GCT ACG CAG TC

SH-ATC AGA GGA TGA GTG GGA CCAC 22

CTA TAA AAT TTC ATG ACT CTA TGA ATT GTG TGT GTG TGT GTG TGT GTG GGG AGA 31
TTT CCATTG ATA TGG CGG GCT GTC TTC-FAM

GAA GAC AGC CCG CCA TAT CAA TGG AAA TCT CCC CAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC 103

AAT TCA TAG AGT CAT GAA ATT TTA TAG GTG GTC CCA CTC ATC CTC TGA

TGT GCT CGG TTG GCC TAA AA 20

GAC TGC GTA GCATGC ACA AC 20

GAA GAC AGC CCG CCA TAT CA 20

ATC AGA TGA GTG GGA CC 18

Extracdo e amplificacio de ADN de folhas
de castanheiro e de urze

As folhas de E. arborea e C. sativa foram obtidas de
plantas identificadas no Jardim Botanico do Por-
to (Portugal). Ambas as plantas foram secas com
azoto liquido e o seu ADN genémico extraido por
trituracdo mecanica com recurso a um almofariz e
pilao de ferro.

A amplificacdo do ADN das sequéncias alvo foi
realizada usando-se a técnica convencional de
PCR. O desenho dos primers — sequéncias especi-
ficas de nucledtidos que permitem a amplificagao
da regiao de interesse — foi realizado utilizando
Primer-Blast (NCBI) (Ye et al., 2012) adquirido a
empresa Eurogentec. O protocolo estabelecido pe-
la Bioron foi usado na preparagao das misturas de
solugdes utilizadas na técnica de PCR, e o termo-
ciclador MyCycler™ dos Laboratérios BioRad foi
utilizado para a amplificagao das amostras.

Genossensor eletroquimico

Quatro etapas foram aplicadas para a constru-
¢ao dos genossensores eletroquimicos: i) Pré-
-tratamento; ii) Fase sensorial: criacdo de uma
bicamada automontada (SAM) mista constituida
pelo ADN tiolado e o mercapto-hexanol (MCH) na
superficie do elétrodo serigrafado de ouro (SPGE);
iii) Promogao da reagdo de hibridacao do ADN em
formato “sandwich” para aumentar a seletividade
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e; iv) Detecgao eletroquimica da reagdo de hibrida-
¢do através da avaliacdo da reacdo de reducgao do
substrato comercial tetrametilbenzidina/peréxido
(TMB/H,0,). A Figura 1 ilustra as principais etapas
envolvidas na construcdo destes genossensores
eletroquimicos.

O pré-tratamento consistiu na limpeza da superfi-
cie do elétrodo com etanol, dgua extra pura e seca-
gem com nitrogénio gasoso. Para garantir aimobili-
zagao orientada das sondas de ADN de captura, foi
criada uma interface automontada composta pela
sonda de ADN de captura e o espagador MCH. Pa-
ra isso, 3 UL da sonda de ADN de captura de cada
espécie (com uma concentragao inicial de 1 nmol/L)
foi imobilizada na superficie dos elétrodos de tra-
balho dos SPGE e armazenados numa placa de Pe-
tri humidificada, durante a noite. No dia seguinte,
os elétrodos modificados, com o ADN de captura,
foram lavados com o tampao SSPE 2x (400 uL),
a fim de remover as sondas fracamente ligadas a
superficie do elétrodo. Posteriormente, foram adi-
cionados 3 L de MCH.

O ensaio de hibridizacao em formato sanduiche foi
efetuado em duas etapas. Primeiro, a hibridizagao
homogénea ocorreu quando a sonda de ADN de
sinalizacao ligou-se ao ADN alvo durante 30 min.
Em seguida, a solugdo resultante da hibridizagao
foi adicionada ao SPGE modificado, permitindo a
formagao de ADN duplex com a sonda de ADN de
capturaimobilizadano SPGE. Apo6s 60 min, os SPGE
foram lavados com SSPE 2x de modo a remover as
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Figura 1 - anti-FITC-POD - anticorpo anti-fluoresceina-peroxidase; MCH - Mercaptohexanol; tADN - ADN alvo; SADN — ADN
marcado com fluoresceina; TMB - 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina.

sequéncias inespecificas e livres que se encontra-
vam a superficie do elétrodo.

De forma a detetar o sinal eletroquimico, 1,50 U/mL
do fragmento de anticorpo ligado a enzima pero-
xidase (POD) foram adicionados a superficie do
elétrodo de trabalho. O elétrodo foi lavado nova-
mente com SSPE 2x 30 minutos depois.

Finalmente, o genossensor eletroquimico foi conec-
tado ao potenciostato e foram adicionados 40 uL
do substrato TMB/H,O, para cobrir totalmente o
elétrodo durante 1 min. A detegdo do produto oxi-
dado enzimaticamente foi realizada por cronoam-
perometria a 0,10 V, durante 60 s. Foram realizadas
trés repeticdes para todas as medigdes.

O desempenho do genossensor foi avaliado através
da analise da razao entre a intensidade de corrente
eletroquimica obtida nos ensaios quando se usou
uma determinada concentracao de ADN-alvo (S) e
a intensidade de corrente nos ensaios desprovidos
de ADN-alvo (B), designado de ensaio em branco,
ou seja, pelo ensaio com a melhor razao S/B.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No mercado existem produtos alimentares como,
por exemplo, o mel, licores, bebidas vegetais e re-
fei¢bes pré-preparadas que indicam na sua com-
posigao (rétulo) a presenca de castanha e/ou urze.
Porém, na maioria das vezes, esta indicacao é frau-
dulenta, i.e.,, esses produtos alimentares nao con-
tém na realidade estas plantas na sua composicao.
Por isso, a construcao de sensores baseados na de-
tecao de ADN de C. sativa e de E. arborea poderao
ser utilizados para verificar a autenticidade dos
produtos alimentos.

Otimizacgdo dos parametros experimentais

Visto que a utilizagdo de um formato de reacao de
hibridizacao em sanduiche aumenta a seletividade
do sensor, uma vez que ocorrem dois eventos de
reagao de hibridiza¢ao independentes, este traba-
lho experimental seguiu essa estratégia, sendo que
primeiramente se efetuou a hibridizacao parcial
em fase homogénea entre a sonda de ADN alvo e a
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sonda de ADN sinalizadora, e posteriormente a hi-
bridizacao total entre a sonda de ADN de captura
imobilizada no elétrodo e o resultado da hibridiza-
¢ao homogénea.

Para maximizar a reagado de hibridizag¢do do ADN,
uma camada bindria automontada constituida pela
sonda de ADN de captura especifica da urze e/ou
castanheiro e o MCH foi efetuada a superficie do
SGPE. Similarmente e de forma a aumentar a eficién-
cia do genossensor foram otimizados os seguintes
parametros analiticos durante a construgao e desen-
volvimento do genossensor: concentracao das son-
das de ADN de captura, ADN alvo e ADN de sinali-
zagao, tempo de incubagao da reagao de hibridizacao
homogénea e heterogénea, concentragao e tempo de
incubagao do anticorpo e do espagador MCH.

Para iniciar o processo de otimizacdo dos genos-
sensores, a influéncia da concentragao da sonda de
ADN de captura imobilizada no SPGE na inten-
sidade de corrente foi determinada. Para tal, seis
concentra¢des de ADN de captura diferentes e que
variaram entre 0,25 e 10,00 pmol/L foram testadas
(Figura 2).

15 q 180.0

12 b J 1 1500

4 120.0
09 f

i(1A)

1 90.0

/B

06
1 60.0

03
p 1 300

0.0

0.0
0.25 0.5 1

Concentracdo da sonda de captura (umol/L)

[ E. arborea B [ E.arborea S [ C.sativa S

[ C. sativa B < .- E arborea S/Be«s#e«C. sativa S/B

Figura 2 - Efeito da concentra¢do da sonda de ADN de captu-
ra na resposta cronoamperométrica. Os valores do
branco (B) de Erica arborea e Castanea sativa estao
representados, respetivamente, em verde e rosa, a
azul-claro e laranja para o sinal (S) e azul-escuro e
preto para a relagdo S/B. Barras representam o erro
padrdo derivado das trés réplicas. Concentragdo
de ADN alvo = 1,0 nmol/L, concentragdo de MCH =
1,0 mmol/L, tempo de incubagdo de MCH= 30 min,
tempo de incubacdo da hibridizacdo homogénea
e heterogénea = 30 min e 60 min, respetivamen-
te, concentragdo e tempo de incubacdo da sonda
de sinalizagdo = 0,25 pmol/L, durante 30 min, a
concentracdo e tempo de incubacdo do anticorpo
(anti-FITC-POD) = 1,0 U/mL, por 30 min.

24 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2025, 48(1): 19-31

Conforme se observa na Figura 2, ha uma clara
diferenca nas intensidades de corrente e na rela-
cdo S/B entre todas as concentragdes de ADN de
captura testadas e entre as duas espécies. Para E.
arborea quanto maior a concentragao da sonda de
ADN captura maior a intensidade de corrente ele-
troquimica registada. Os elétrodos imobilizados
com concentragao de 1,00 pmol/L apresentaram
a maior relacdo S/B (68,40), assim como a melhor
intensidade de corrente (1,29 pA). Por outro lado,
quanto maior a concentragdo de ADN-captura de
C. sativa menor a resposta eletroquimica; a melhor
razao S/B (141,00) e a maior intensidade de corren-
te (1,00 uA) foram obtidos com a concentragao de
0,25 pmol/L. Portanto, todas as futuras otimiza-
¢Oes prosseguirao utilizando a concentracao de
0,25 umol/L e 1,00 pmol/L para C. sativa e E. arbo-
rea, respetivamente.

De acordo com estudos anteriores (Campuzano
et al.,, 2011), é possivel obter mais eficiéncia na res-
posta eletroquimica se os oligonucledtidos, modi-
ficados com um grupo tiol numa das extremida-
des (Quadro 1) forem orientados verticalmente na
forma de monocamadas automontadas (SAMs).
Acresce que grupos tiolados funcionalizados em
substratos de ouro sao frequentemente usados em
estudos bioquimicos devido a sua capacidade de
incorporar outros grupos funcionais e fornecer alta
estabilidade e reprodutibilidade gracas a sua forte
ligagao covalente com o ouro (Campuzano ef al.,
2011). Assim e tirando proveito destas proprieda-
des, imobilizou-se em simultaneo com a sequéncia
de ADN, o MCH de modo a garantir a orientagao
do ADN, e reduzir a adsorgao inespecifica de bio-
moléculas e aumentar a permeabilidade de molé-
culas pequenas tais como o substrato TMB (Cam-
puzano et al., 2011; Barroso et al.,, 2015). Assim, a
influéncia da concentragao e tempo de incubagao
do MCH nos sinais de corrente eletroquimica es-
tao representados na Figura 3A e na Figura 3B,
respetivamente.

A concentracdo do MCH no SPGE foi estudada
numa gama de concentragdes entre 0,00 e 1,00
umol/L (Figura 3A) e o seu tempo de incubagao en-
tre os 15 min e 30 min (Figura 3B).

Para ambas as espécies, a menor relacao S/B (39,22
e 128,52 para a urze e o castanheiro, respetiva-
mente) foi obtida na auséncia do espacador, i.e.,
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nos elétrodos sem o MCH. Este resultado esta de
acordo com o que se encontra descrito na literatura
(Campuzano et al., 2011). Por outro lado, os melho-
res resultados analiticos foram obtidos, para a ur-
ze e castanheiro, nos elétrodos imobilizados com
MCH de concentragao 0,50 pmol/L e 1,00 pmol/L,
apresentando uma relacao S/B de 88,13 e 155,35,
respetivamente. Estas concentra¢des de MCH tam-
bém foram as que apresentaram a maior intensi-
dade de corrente (1,66 LA para E. arborea e 1,09 uA
para C. sativa). Portanto, todas as otimizagdes se-
guintes foram realizadas usando uma concentra-
¢ao de 0,50 pumol/L do espagador MCH para a urze
e 1,00 uM para o castanheiro.

Relativamente a influéncia do tempo de incubagao
do MCH (Figura 3B) no SPGE, verifica-se que o
aumento do tempo de incubacao intensifica a in-
tensidade de corrente. As maiores intensidades de
corrente (2,36 HA para a urze e 1,87 @A para o cas-
tanheiro), assim como a melhor relacao S/B (S/B =
168,09 para E. arborea e S/B = 201,91 para C. sativa)
foram registadas apds 30 min de incubagao. Toda-
via, os tempos de incubacao testados para E. arbo-
rea apresentaram relagdes S/B proximas entre si
(147,07, 151,47; 168,09 para 10, 15 e 30 minutos de
incubacao, respetivamente).

Como foi referido, um formato de reacao de hibri-
dizacdo em sanduiche foi adotado para a constru-
¢ao do genossensor eletroquimico. Esta estraté-
gia foi elaborada em dois passos: a hibridizacao
homogénea e heterogénea (Barroso et al., 2015).

A hibridizagdo homogénea resultou da hibridi-
zagdo parcial entre as sondas de ADN alvo e de
ADN -sinalizadora, realizada num microtubo
de 1,50 mL. Para que esta reagdo ocorra, tanto as
sondas de ADN-alvo como as sondas de sinali-
zagao de ADN tém de quebrar as suas estruturas
secunddrias e alinhar-se espontaneamente. Em al-
guns casos, este alinhamento pode ser acelerado
utilizando-se temperaturas mais elevadas (Oroz-
co & Medlin, 2011; Morais et al., 2021). Por outro
lado, a hibridizagao heterogénea ocorre quando
na superficie do elétrodo modificado com MCH e
ADN de captura € adicionado o complexo hibrido
ADN-alvo-sinalizador preparado na hibridizagao
homogénea, ocorrendo assim a hibridizacdao com-
pleta do material sintético (Campuzano et al., 2011).

A influéncia do tempo de incubagao da hibridagao
homogénea (Figura 4A) e heterogénea (Figura 4B)
na intensidade de corrente é outro passo essencial
para a otimizacdo do genossensor eletroquimico.
Assim, avaliou-se o efeito do aumento do tempo de
reacgao da hibridizagdo homogénea (de 15 a 60 min)
e da hibridizagdo heterogénea (de 30 a 90 min) na
intensidade de corrente.

Para a hibridizagao homogénea, obteve-se a maior
intensidade de corrente para a urze (4,48 pA) e
castanheiro (2,51 pA), bem como a melhor rela-
¢ao S/B (5/B = 179,08 para a urze e 185,61 para o
castanheiro), apos um periodo de incubagao de 30
min (Figura 4A). Por outro lado, a reagao de hibri-
dizacao heterogénea apresentou a melhor relacao
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S/B e a maior intensidade de corrente ap6s 60 min
de incubagdo para ambas as espécies (Figura 4B).
Registou-seumaintensidade de corrente de 3,80 pA,
com um razao de S/B de 3790 com E. arborea e uma
intensidade de 2,78 HuA e razdo S/B igual a 62,77
com C. sativa.

Para testar a influéncia da temperatura durante a
reacao da hibridizacdo homogénea, foram avalia-
das trés temperaturas entre os 25°C a 98°C (Figu-
ra 4C). Utilizando-se os parametros 6timos deter-
minados previamente, especificamente o tempo de
incubacdo da hibridizagdo homogénea (30 min), a
melhor relagao S/B para E. arborea (S/B = 144,07) foi
obtida a temperatura ambiente (25°C +1,00°C), com
uma intensidade de corrente de 3,85 pA. Porém,
com C. sativa registou-se a melhor razao S/B (S/B =
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283,92), bem como a maior intensidade de corrente
(3,61 pA), ap6s uma incubagao a 98°C.

Visto que o sinal eletroquimico obtido é proporcio-
nal a concentracdo ADN alvo presente na super-
ficie do elétrodo, o passo seguinte a otimizar foi
a concentracao do ADN sinalizador (Figura 4D).
A influéncia da concentragao da sonda de ADN si-
nalizadora na eficiéncia da hibridizacao homoggé-
nea foi avaliada entre 12,50 e 50,00 pmol/L. Para
E. arborea, quanto maior a concentra¢ao da son-
da de ADN sinalizadora maior a intensidade de
corrente registada. A urze obteve a maior razao
S/B (S/B =101,54) e a maior intensidade de corrente
(i=441 pA) com 50,00 pmol/L. No entanto, com
o castanheiro observou-se a maior intensidade de
corrente (i=2,77 pA) erazao S/B (S/B =205,07) com a
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concentracao de 25,00 pumol/L de ADN-sinalizador
(Figura 4D).

O fragmento do anticorpo encontra-se ligado a
uma enzima (POD-Peroxidase) que por sua vez se
liga a fluoresceina incorporada na sonda de ADN-
-sinalizador. O estudo da influéncia da concentra-
¢ao (de 0,50 a 2,00 U/mL) e do tempo de incubagao
(de 15 a 60 min) do anticorpo no sinal eletroquimi-
co (Figura 5 A e 5B, respetivamente) foi avaliado.

Para ambas as espécies, quanto maior a concentra-
¢ao do anticorpo, maior a resposta eletroquimica
(Figura 5A). As sondas para E. arborea apresenta-
ram uma relacdo S/B de 136,44 e uma intensidade
de corrente média de 4,78 pA, enquanto para C.
sativa registou-se uma razao S/B de 71,38 com uma

intensidade de corrente de 3,32 WA para uma con-
centracgao de 2,00 U/mL de anticorpo.

Por outro lado, na analise da influéncia do tempo
de incubagao do anticorpo na intensidade de cor-
rente verifica-se que, para o castanheiro, quan-
to maior o periodo de incubagao, maior a relagao
S/B e maior a intensidade de corrente obtida nas
medi¢Oes eletroquimicas. Assim, a melhor razao
S/B (S/B = 89,68) e a maior intensidade de corrente
(i = 3,32) foram obtidos apds 60 min de incubagao.
Ja aurze registou a melhor relagao S/B (5/B = 318,17)
e intensidade de corrente (5,19 pA) com apenas 30
min de incubacao.

O Quadro 2 resume os resultados de todos para-
metros analiticos avaliados neste estudo.

Quadro 2 - Valores selecionados para as variaveis analiticas utilizadas na construcdo do genosensor eletroquimico

Erica arborea

Castanea sativa

Valores selecionados Valores testados Valores selecionados

Variaveis
Valores testados
Concentragdo da sonda de captura (uM) 0,25-1,00
Concentragdo do MCH (pM) 0,00-1,00
Tempo de incubag¢do do MCH (min) 15-30
Tempo da hibridizagdo homogénea (min) 15-60
Temperatura (°C) 25-98
Tempo da hibridizagdo heterogénea (min) 30-90
Concentragdo da sonda sinalizadora (pM) 12,50-50,00
Concentragdo do anticorpo (U/mL) 0,50-2,00
Tempo de incubagdo do anticorpo (min) 15-60

1,00 0,25-1,00 0,25
0,10 0,00-1,00 1,00
30 15-30 30
30 15-60 30
25 25-98 98
60 30-90 30
50,00 12,50-50,00 25,00
2,00 0,50-2,00 2,00
30 15-60 60
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Caracteristicas analiticas

Utilizando-se as condi¢des analiticas otimizadas
(Quadro 2), estudou-se o desempenho do genos-
sensor eletroquimico por cronoamperometria
utilizando concentra¢des crescentes de ADN alvo
(0,03 a 5,00 nmol/L) da urze e do castanheiro (Fi-
gura 6).

Uma relacao linear com coeficiente de correlacao
(R?) de 09944 entre a intensidade de corrente e a
concentracao do ADN alvo sintético foi obtida pa-
ra E. arborea na gama de 0,03-2,00 nmol/L, com
declive e ordenada na origem de 3,3161 + 0,0028
(LA/nmol/L) e 0,0054 + 0,0010 (iLA), respetivamen-
te. Por outro lado, C. sativa apresentou uma rela-
¢ao de linear (R2 = 0,9917) no intervalo de 0,03 a
1,00 nmol/L, com o valor de declive e ordenada na
origem de 1,0266 + 0,0348 (LA/nmol/L) + 0,0202 +
0,0002 (uA).

Os limites de detecao e quantificagao (LOD e LOQ)
calculados como trés vezes e dez vezes o desvio-
-padrao estimado dos ensaios em branco (medidas
cronoamperométricas registadas na auséncia de
ADN alvo) dividido pelo valor pelo declive da reta
de calibragao linear foram, respetivamente, 2,51 x
103 nmol/L e 3,11 x 10*nmol/L para o ADN da ur-
ze e 1,02 x 102 nmol/L e 1,00 x 102 nmol/L para o
castanheiro.

7.0

,-"l.
6.0 ;
50 L y=33161x+0.0054
R? =0.9944
= 40
E °
= 30
2.0
R J
y = 1.0266x +0.0202
10 .o R?=0.9917
0.0 %
0.0 05 10 15 20 25

Concentragdo do ADN-alvo

® E. arborea C. sativa «=weeeee Linear (E. arborea) Linear (C. sativa)

Figura 6 - Curvas de calibracdo para Erica arborea (a azul) e
Castanea sativa (a laranja).
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Aplicacdo do genossensor eletroquimico na detegdo
das espécies em folhas de plantas

Para demonstrar a sensibilidade e viabilidade do
genossensor eletroquimico construido, este foi
testado com ADN gendmico extraido, de folhas de
urze e castanheiro, por PCR convencional. A Figu-
ra 7 mostra as intensidades de corrente cronoam-
perométricas obtidas na auséncia ou presenga de
1 nmol/L do ADN alvo sintético de ambas as espé-
cies (Sp), 1 nmol/L do ADN amplificado de folhas
de E. arborea e C. sativa (Rs) e com uma amostra de
ADN nao complementar (Nc) a cada espécie. Para
além disso, e de modo a determinar a influéncia
dos primers no genossensor eletroquimico, tam-
bém foi testada uma amostra em branco com os
produtos de PCR (Bp). Todas os resultados foram
determinados com os parametros 6timos avaliados
anteriormente.
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Figura 7 - Comparacdo entre as respostas cronoamperomé-
tricas do ADN sintético com o ADN das espécies
vegetais amplificado. Os valores do branco (B) de
Erica arborea e Castanea sativa estao representa-
dos, respetivamente, a verde e rosa, a azul-claroe
laranja para o sinal (S) e azul-escuro e preto para a
relacdo S/B. Barras representam o erro padrdo de-
rivado das trés réplicas. Bp — Branco obtido no pro-
duto de PCR; Nc - Sequéncias de oligonucleétidos
nao complementares; Rs — ADN extraido das plan-
tas; Sp — Sequéncia de oligonucleétido sintético.

A seletividade e especificidade do genossensor
foi confirmado através da utilizacdo de sondas de
ADN nao complementares a espécie E. arborea e C.
sativa. Conforme se pode visualizar na Figura 7, o
genossensor detetou e identificou seletivamente
com sucesso 0 ADN extraido das folhas de E. arbo-
rea e C. sativa. Comparando as intensidades de cor-
rente obtidas quando se usou ADN extraido das



plantas com o ADN sintético, verifica-se que existe
uma diferenca de 14,99 % entre o ADN extraido
da folha da urze e o seu respetivo ADN sintético.
Para C. sativa os sinais apresentam uma diferen-
ca de intensidade de 24,74% com o correspondente
ADN sintético.

Assim, e avaliando os resultados apresentados na
Figura 7, verifica-se que nos ensaios em que foi uti-
lizado ADN ndo complementar, a reacao de hibri-
diza¢do nao ocorreu e, por isso, a intensidade de
corrente foi muito baixa (i=0,71 A paraaurzeei=
0,57 A para o castanheiro) e semelhante ao ensaio
em branco, confirmando-se que este design de sen-
sor ¢ uma opgao viavel para identificar ADN de E.
arborea e C. sativa a partir de folhas de plantas.

CONCLUSOES

Um genossensor eletroquimico foi desenhado e
montado num elétrodo de ouro serigrafado tendo-
-se obtido um sensor com uma elevada sensibilida-
de e seletividade capaz de detetar o ADN gendmi-
co extraido de duas espécies de plantas, E. arborea
e C. sativa.

O genossensor apresenta um bom desempenho
apresentando valores de LOD e LOQ na gama dos
30 e 100 pM para E. arborea e C. sativa, respetiva-
mente. A utilizagao de ADN, extraido e amplifica-
do por PCR, proveniente de castanheiros e urzes
existentes no Jardim Botanico do Porto, Portugal
permitiu validar e realcar a seletividade e sensibili-
dade do genossensor. O genossensor desenvolvido
mostrou-se ser altamente seletivo, pois permitiu
detetar ADN proveniente das folhas de ambas as
espécies (ADN complementar aos oligonucledtidos

utilizados na construgao do sensor) enquanto para
as amostras de ADN nado complementares (prove-
niente de outras amostras de plantas) apresenta-
ram um sinal eletroquimico semelhante a solugao
desprovida de ADN, ou seja, intensidades seme-
lhantes aos brancos.

Estes dispositivos inovadores e faceis de usar po-
derao ser usados para detetar as plantas urze e cas-
tanheiro em produtos alimentares, tais como mel,
e licores.
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