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RESUMO: A  bactéria Burkholderia glumae MA13 ¢ uma importante produtora de
polihidroxialcanoatos (PHA) a partir de fontes de carbono e subprodutos industriais, oferecendo uma
alternativa promissora e sustentavel aos plasticos petroquimicos. No entanto, o controle de qualidade
¢ essencial, enfrentando desafios devido a complexidade e baixa sensibilidade das técnicas de
monitoramento tradicionais. Estratégias de deteccao mais rapidas e especificas sao necessarias para
otimizar a producgao de PHAs. Os sensores eletroquimicos emergem como uma alternativa promissora
para a detec¢do de bactérias, destacando-se por sua portabilidade, automacao, capacidade de obteng¢ao
de informagdes in situ, sensibilidade, seletividade, baixo custo e pequenos limites de deteccao.
Compostos por elementos de reconhecimento e transdutores, esses dispositivos permitem a aquisi¢ao
de informacgdes qualitativas e quantitativas baseadas nas propriedades elétricas das espécies presentes
na amostra. A variedade de materiais e técnicas disponiveis para a modificagdo dos eletrodos
possibilita a preparacdo de sensores adaptaveis para diversas aplicagdes, com destaque para os
eletrodos impressos, que apresentam uma plataforma viavel para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos devido a sua praticidade e possibilidade de modificagdes. A utilizacdo de Polimeros
Molecularmente Impressos (MIPs) tem contribuido significativamente para a fabricagdo de sensores
com alta seletividade. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um sensor eletroquimico
molecularmente impresso com comunicagdo wireless para o monitoramento da bactéria Burkholderia
glumae MA13 no processo de produgdo de polihidroxialcanoatos. A fabricacdo do sensor
eletroquimico envolveu a eletropolimerizagdo de pirrol (1,0 x 10 mol L") na presenca de
Burkholderia glumae MA13 (1,0 x 107 UFC mL™") em tampao fosfato (PB, 0,1 mol L™, pH 7,4).
Apo6s a formagao do filme molecularmente impresso (MIP), a bactéria foi removida por incubagado do
sensor em solugao etanol:acido acético (50:50 v/v) durante 10 minutos, formando cavidades seletivas
de reconhecimento. As caracterizagdes eletroquimicas e microscopicas indicaram a modifica¢do bem-
sucedida da superficie do eletrodo. As condigdes experimentais foram otimizadas para maximizar o
desempenho analitico do sensor, incluindo: velocidade de varredura (50 mV s™), concentragao de
pirrol (1,0 x 10~* mol L"), nimero de ciclos de eletropolimerizacdo (3), pH (7,4), meio de extragao
(etanol:acido acético, 50:50 v/v), tempo de extragdo (10 min) e religacdo (10 min). Em seguida,
curvas analiticas foram obtidas na faixa linear de concentracao de 1,0 x 10° a 1,0 x 10° UFC, com
limite de deteccao (LOD) estimado em 4,8 x 10° UFC mL™'. Como préximas etapas, pretende-se
avaliar a seletividade do sensor e sua aplicabilidade em amostras reais.

PALAVRAS-CHAVE: Burkholderia glumae MA13; polihidroxialcanoato (PHA); sensor
eletroquimico descatavel; Polimeros molecularmente impressos.
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1. INTRODUCAO
1.1 Produgado de polihidroxialcanoatos

A preocupacao atual com os problemas ambientais causados pelo descarte inadequado de
materiais plasticos tem contribuido para o desenvolvimento de pesquisas para a produgdo de plésticos
biodegradaveis, também conhecidos como bioplasticos [1,2]. Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo
polimeros promissores para substituir materiais plasticos da industria petroquimica porque possuem
propriedades semelhantes as de varios termoplasticos e sao completamente biodegradaveis quando
descartados em diferentes condi¢des ambientais [3]. Os PHAs sdo completamente degradados no
ambiente por microrganismos em agua e didoxido de carbono em condi¢des aerobias e em metano em
condigdes anaerdbias. Além disso, os PHAs t€m atraido cada vez mais atengdo por sua aplicacao
como bioplasticos devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e capacidade de serem
produzidos a partir de diferentes matérias-primas renovaveis [3—5]. Os PHAs sdo poliésteres alifaticos
que, durante seu processo de produgao, sdo acumulados intracelularmente por varias bactérias como
uma reserva de energia quando o meio de cultura tem excesso de carbono e limitagdo de alguns
nutrientes, como nitrogénio, fésforo, enxofre, oxigénio e/ou magnésio [2,6,7].

A Burkholderia glumae MA13 € uma bactéria gram-negativa promissora para a produgdo de
PHAs utilizando subprodutos industriais como fonte de carbono. Neste sentido, o trabalho de Paula
et al. (2019)[5], a Burkholderia glumae MA13 foi isolada de amostras de solo do ecossistema da
Mata Atlantica como uma nova cepa bacteriana para producdo de polihidroxialcanoato (PHA) a partir
de glicerol bruto como tnica fonte de carbono. A partir desta abordagem o rendimento na obtencao
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) atingiu 1,04 g/g apos 48 h de cultivo, o que foi 76,7%
do rendimento maximo teorico. A Burkholderia. glumae MA13 mostrou ser uma cepa
bacteriana adaptada a sintese de bioplasticos a partir de subprodutos de biocombustiveis e, a partir
daqui, revelou-se como um promissor produtor de PHA para um conjunto de producao associado que
tem sido considerado como uma alternativa proeminente e ecologicamente correta para plasticos e
combustiveis petroquimicos.

Posteriormente, o bioplastico PHA foi sintetizado por Burkholderia glumae MA13 a partir de
fontes de carbono e subprodutos industriais relacionados as biorrefinarias de cana-de-agtcar [5]:
sacarose, xilose, melago, vinhaca, hidrolisado de bagaco, extrato de levedura, autolisado de levedura
e levedura seca inativada, além de diferentes fontes de nitrogénio inorganico. O melaco de cana-de-
acucar livre de pré-tratamento foi a melhor fonte de carbono, mesmo comparado a sacarose pura, com
valores de acimulo de polimero intracelular de 41,1-46,6% do peso seco celular. A partir disso, foi
demonstrado que Burkholderia. glumae MA13 ¢ adaptado para sintetizar bioplasticos a partir de

diferentes matérias-primas de cana-de-agucar e corrobora para apoiar um conceito de biorrefinaria
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com produtos quimicos verdes de valor agregado para a cadeia produtiva da cana-de-a¢iicar com
beneficios ecologicos adicionais em um modelo sustentavel.

Levando em considera¢do a importancia a eficiéncia da bactéria Burkholderia glumae MA13
para a bioprodugao de PHAs, cabe o controle de qualidade do microrganismo sabendo que as técnicas
para o seu monitoramento apresentam algumas. Neste sentido, os métodos tradicionais para detecg¢ao
bacteriana sdo limitados pela complexidade de operagdo, tempo de consumo e baixa sensibilidade,
além disso sdo tediosos. O método de contagem de placas ¢ baseado em cultura, reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (qQPCR) e ensaio imunoenzimaticos (ELISA)[8-10].
Entretanto, apesar de ser uma técnica rapida de detecgdo, o qPCR requer laboratério especializado e
analista devidamente treinado. Além disso, este método inviabiliza a detec¢do de patogenos intactos
devido a necessidade de extracdo de DNA e a amplificagdo de acido nucleico para quantificacao
precisa. Adicionalmente, os testes ELISA, espectrometria de massa e o método de papel de ouro
realizam a deteccdo seletiva da bactéria. No entanto, apresenta limitacdes como baixa estabilidade,
operacao trabalhosa e elevado custo de analise [8,11-13].

Rotineiramente, os métodos espectrofotométricos sdo empregados na quantificacdo da
Pseudomona Aeruginosa. Assim, as medicdes de densidade optica (DO) sdo a abordagem padrao
usada em microbiologia para caracterizar concentragdes de bactérias em meios de cultura. OD baseia-
se na medi¢do da absorbancia Optica de uma amostra num tnico comprimento de onda, e qualquer
erro propagar-se-a através de todos os calculos, levando a problemas de reprodutibilidade [14]. Dessa
forma, ha uma demanda urgente por estratégias de detec¢do mais rapidas, faceis de usar, economicas
e especificas para microrganismos visando otimizar a cadeia produtiva de PHAs. Neste contexto, os
sensores eletroquimicos surgem como uma alternativa promissora para a detecg¢do de bactérias devido
as caracteristicas vantajosas apresentadas por esses dispositivos, como portabilidade, possibilidade
de automacao, obtengdo de informagdes in situ, sensibilidade, seletividade, pequenos limites de

detec¢do e quantificacdo e baixo custo dos equipamentos [15].
1.2 Sensores eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos sdo dispositivos aplicados na aquisicdo de informagdes
qualitativas e quantitativas baseadas em propriedades elétricas das espécies intrinsecas na amostra de
interesse. Seus principais componentes incluem um elemento de reconhecimento cujo papel ¢
reconhecer o analito de interesse na amostra avaliada; um transdutor, que realiza a conversao do sinal
oriundo da interacao em sinal analitico mensuravel [16].

Estes dispositivos podem ser compostos pelos eletrodos nao modificados (tais como carbono,
ouro e platina) e pelos eletrodos modificados. O termo eletrodo quimicamente modificado (do inglés,

chemically modified electrode - CME) foi inserido na eletroquimica por Murray et al. [17] para
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caracterizar os eletrodos que possuiam algum tipo de espécie eletroativa imobilizada em sua
superficie. O principal objetivo dessa modificacdo € estabelecer um maior controle da natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solucdo, de modo a alterar a reatividade e seletividade deste dispositivo
com a espécie de interesse [15], permitindo assim, o desenvolvimento de sensores para diversas
aplicacoes analiticas.

A grande variedade de materiais e técnicas disponiveis para a realizacdo de modificagdes na
superficie eletrddica permite a preparagdo de sensores para atender diversos publicos, principalmente
nos setores industriais ¢ ambientais. O maior desafio enfrentado pelos pesquisadores no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos comerciais € a regeneragao da superficie eletrodica apds
a utilizagdo desses dispositivos ¢ a manutencao do sinal analitico por um longo periodo de tempo.
Uma alternativa para contornar essas limitagdes ¢ a utilizagdo de eletrodos descartaveis. Nesse
contexto, os eletrodos impressos (do inglés: screen printed electrodes — SPE) surgem como uma
plataforma vidvel para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

Os eletrodos impressos basicamente sdo constituidos por um filme condutor (geralmente de
carbono, ouro ou platina) depositado sobre um suporte inerte (PVC ou ceramica de alumina). Esse
filme ¢ parcialmente recoberto com um material isolante para delimitar a area de contato elétrico e a
area ativa do eletrodo [18]. No ponto de vista comercial, esses dispositivos se tornam extremamente
atrativos, pois apresentam um sistema contendo os eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar em um
unico suporte de area bastante reduzida [18], o que viabiliza a possibilidade de obtencao de
informacdes in situ. Além disso, esses eletrodos, por possuirem uma superficie rugosa, sdo
susceptiveis as mesmas modificagdes que os eletrodos solidos convencionais [ 19], fato que possibilita
a utilizagdo destes materiais para diversas aplicacdes em diferentes areas [20]. Adicionalmente,
nanomateriais podem ser incorporados a superficie destes dispositivos eletroquimicos visando o
aprimoramento de suas qualidades analiticas como seletividade. Dessa maneira, os Polimeros
Molecularmente Impressos (MIPs) tém ganhado grande destaque na literatura contribuindo para a

fabricacdo de sensores eletroquimico com alto grau de seletividade [21,22].
1.3 Polimeros Molecularmente Impressos

Os polimeros molecularmente impressos (do inglés, molecularly imprinted polymers — MIPs)
sdo polimeros sintéticos que apresentam alta seletividade a uma molécula de interesse. A sintese dos
MIPs baseia-se em envolver uma molécula molde em torno de uma matriz polimérica (que possui um
monomero funcional como percussor) através de um processo de polimerizagdo. A remocao da
molécula molde dessa matriz polimérica proporciona a formagdo de cavidades tridimensionais
idénticas a espécie de interesse, conferindo aos MIPs uma alta capacidade seletiva. Dependendo do

tamanho da molécula molde, as cavidades formadas podem até apresentar uma capacidade
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enantiosseletiva [21,23].

A preparacdo os MIPs envolvem uma diversidade de métodos como: geracdo de radical livre,
processo sol-gel, fotopolimerizagdo, polimerizagdo em massa, polimerizacdo por precipitagdo,
polimerizacdo por suspensdo, polimerizagdo por emulsdo e eletropolimerizagdo [24-26]. A
eletropolimerizagdo ¢ amplamente utilizada devido ao seu método de baixo custo, simples e rapido,
que pode controlar a porosidade, a densidade e a espessura na formagao da plataforma de deteccao.
Além disso, cria uma camada rigida, uniforme e compacta com impressdo molecular que adere bem
a superficie do transdutor de qualquer formato e tamanho [27].

Na literatura recente, existem muitas publicacdes que descrevem a impressao molecular bem-
sucedida de microrganismos [28]. No estudo desenvolvido por Karasu et al. (2024) [12], foram
preparados filmes de poli(dopamina) molecularmente impressos na presenca de Pseudomona
Aeruginosa em superficie de eletrodos de grafite modificados com 6xido de grafeno. A remocao da
bactéria da estrutura polimérica promoveu a formagdo de cavidades seletivas para Pseudomona
Aeruginosa. O desempenho analitico dos eletrodos foi avaliado via voltametria de pulso diferencial
(DPV) em uma faixa de concentragio linear de 10% — 10® UFC/mL. Este dispositivo exibiu limite de
deteccao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) estimados em 1,85 UFC/mL e 6,50 UFC/mL,
respectivamente. O sensor apresentou alta seletividade contra Pseudomona Aeruginosa em
comparacao com Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis sendo avaliados como
potenciais concorrentes interferentes.

Outra abordagem eletroquimica de detec¢do para a Pseudomona Aeruginosa foi desenvolvida
por Tajani ef al. (2022)[29]. Neste trabalho, um polimero de impressao molecular altamente seletivo
foi desenvolvido para atenuar a formagdo de biofilme do patégeno multirresistente Pseudomonas
Aeruginosa interrompendo o sistema de sinalizacdo intermolecular. Inicialmente, um modelo ficticio
de MIP foi projetado através de modelagem molecular para capturar 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona
(sinal de quinolona de Pseudomonas). Os resultados obtidos indicaram uma diferenca significativa
na inibicao do biofilme (~56%) entre o polimero impresso (~67%) e o ndo impresso (~11%), o que
¢ considerado um excelente um nivel para o tratamento de diversas superficies afetadas por P.
aeruginosa. Estes resultados abrem uma nova janela na aplicagao biologica especial dos MIPs como
um candidato promissor para reduzir preocupagdes em questoes clinicas ou industriais, prevenindo
infec¢des microbianas.

Xu et al. (2023) [30] realizaram a deteccdo de bactérias patogénicas através de um sensor
impedimétrico baseado em um polimero duplo impresso por bactérias para a detec¢do de Escherichia
coli O157:H7 e Staphylococcus aureus . A fabricagdo do sensor ¢ realizada em apenas 20 min
contando com o processo de eletropolimerizagdo de o-fenilenodiamina na presenca de moldes

bacterianos duplos, seguido pela remoc¢ao do molde in-situ. O sensor apresentou alta selevidade capaz
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profissional, marcada por organizagdo, responsabilidade, proatividade e maturidade cientifica. Sua

atuagdo contribuiu significativamente para o avanco do projeto e para o fortalecimento do grupo de

pesquisa. Diante do exposto, ressalto o desempenho altamente satisfatorio do pesquisador no periodo

avaliado.
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