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RESUMO 

 

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um novo imunossensor 

eletroquímico label-free para a detecção de microcistina-LR (MC-LR) 

na água da Lagoa do Peri (Florianópolis – SC). O imunossensor foi 

construído a partir da modificação da superfície de um eletrodo de 

carbono vítreo (GCE) utilizando, para isso, nanopartículas de magnetita 

(MGNnP) estabilizadas em polietilenoimina (PEI). Esta plataforma 

polimérica (MGNnP-PEI) foi empregada na imobilização de anticorpos 

ab-MC-LR. A voltametria de onda quadrada (SWV) foi a técnica 

escolhida para realizar as medidas eletroquímicas, a qual utilizou-se 

hidroquinona como sonda redox. Para um melhor desempenho analítico 

do método proposto, foram otimizados tanto os parâmetros 

voltamétricos da técnica (frequência, incremento e amplitude), como 

também os parâmetros de construção do imunossensor, tais como: 

proporção nanopartícula/água; proporção nanopartícula/anticorpo e pH 

do eletrólito suporte. Sob condições otimizadas, foi construída uma 

curva de calibração para a MC-LR, a qual obteve-se uma faixa de 

trabalho de 0,1 a 500 ng mL-1. A exatidão do método foi avaliada a 

partir de um ensaio de recuperação, o qual também foi utilizado para a 

posterior determinação de MC-LR na amostra. A partir dos dados 

experimentais obtidos, foi possível concluir que o recobrimento da 

superfície de GCE com o filme MGNnP-PEI, aumentou 

consideravelmente a resposta do imunossensor. O dispositivo 

desenvolvido também apresentou: simplicidade de construção; 

linearidade na faixa de trabalho empregada; alta sensibilidade; 

seletividade razoável e baixo limite de detecção (0,053 ng mL-1). Além 

disso, o método proposto obteve boa repetibilidade intra-day (RSD% = 

1,09%) e inter-day (RSD% = 2,44%), assim como, boa porcentagem de 

recuperação (98,3 a 101,8%), apresentando valores de RSD% entre 0,57 

e 13,6% sendo, portanto, o método considerado exato e preciso. 

 

Palavras-chave: Microcistina-LR. Imunossensor label-free. Magnetita. 

Polietilenoimina.  

 

 

 

  



  





ABSTRACT  

 

This work presents the development of a new electrochemical label-free 

immunosensor for the detection of microcystin-LR (MC-LR) in Peri 

Lagoon water (Florianópolis - SC). The immunosensor was constructed 

by modifying the surface of a glassy carbon electrode (GCE) using, for 

this purpose, magnetite nanoparticles (MGNnP) stabilized in 

polyethyleneimine (PEI). This polymeric platform (MGNnP-PEI) was 

employed in the immobilization of ab-MC-LR antibodies. Square wave 

voltammetry (SWV) was the technique chosen to perform the 

electrochemical measurements, which used hydroquinone as redox 

probe. For better analytical performance of the proposed method, both 

the voltammetric parameters of the technique (frequency, increment and 

amplitude), as well as the immunosensor construction parameters were 

optimized, such as: nanoparticle/water ratio; nanoparticle/antibody ratio 

and pH of the supporting electrolyte. Under optimized conditions, a 

calibration curve for MC-LR was constructed, which obtained a 

working range of 0.1 to 500 ng mL-1. The accuracy of the method was 

evaluated with a recovery assay, which was also used for the subsequent 

determination of MC-LR in the sample. From the experimental data 

obtained, it was possible to conclude that the coating of the GCE surface 

with the MGNnP-PEI film increased the immunosensor response 

considerably. The developed device also presented: simplicity of 

construction; linearity in the range of work employed; high sensitivity; 

moderate selectivity and low detection limit (0.053 ng mL-1). In 

addition, the proposed method obtained good intra-day (RSD% = 

1.09%) and inter-day (RSD% = 2.44%) repeatability, as well as a good 

recovery percentage (98.3 to 101.8 %), presenting values of RSD% 

between 0.57 and 13.6%, being, therefore, the method considered 

accurate and precise. 

 

Keywords: Microcystin-LR. Immunosensor label-free. Magnetite. 

Polyethyleneimine. 
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1  INTRODUÇÃO  

 

As cianobactérias, anteriormente denominadas algas azuis, são 

micro-organismos pertencentes ao grupo das bactérias, aos quais 

realizam fotossíntese e, como produtoras primárias, constituem a base 

da cadeia alimentar aquática. Apesar da sua positiva contribuição para o 

meio ambiente, estes micro-organismos são responsáveis pela produção 

de uma toxina denominada cianotoxina, a qual apresenta elevados riscos 

de toxicidade e pode trazer sérios riscos à saúde pública (CRUZ et al., 

2016). 

A microcistina é um tipo de cianotoxina que pode ser encontrada 

em água doce ou salgada e que, quando ingerida, afeta diretamente o 

fígado, podendo causar vômito, cefaléia, hepato-enterite, gastrenterite e, 

eventualmente, câncer nos casos de intoxicação crônica. Dentre as 

formas de microcistinas que podem ser encontradas (LR, LA, RR e YR), 

a microcistina-LR (MC-LR) é a mais frequente e também a mais tóxica, 

apresentando uma DL50 de 50 μg/Kg de peso corporal (BUTLER et al., 

2009).  

Geralmente, a detecção e quantificação de cianotoxinas são 

realizadas empregando-se métodos físico-químicos ou ensaios 

biológicos e bioquímicos. Muitos dos procedimentos reportados na 

literatura e utilizados nos dias atuais empregam o uso do HPLC 

(BORTOLI; PINTO, 2015). Porém, esta técnica exige equipamentos de 

alto custo, pré-tratamentos demorados e operadores especializados, 

surgindo dessa forma, a necessidade do desenvolvimento de técnicas 

mais rápidas, portáteis e de menor custo, como é o caso dos 

imunossensores eletroquímicos. (ZHANG, J. et al., 2010; UNITED 

STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2014; HOU 

et al., 2016). 

A detecção de cianotoxinas por meio de imunossensores é 

realizada a partir de interações entre a cianotoxina (antígeno) e 

anticorpos imobilizados sobre a superfície de um transdutor (interface 

eletrônica). Do ponto de vista analítico, as interações antígeno/anticorpo 

podem ser monitoradas por métodos que utilizam o anticorpo não 

marcado (método direto) e métodos que empregam o anticorpo marcado 

(método indireto) (RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002).  

Os imunossensores eletroquímicos nem sempre necessitam do 

uso de anticorpos marcados. Neste caso, a reposta referente à formação 

do imunocomplexo é dada por meio de uma molécula eletroativa 

denominada sonda redox ou mediadora redox, sendo este procedimento 

conhecido como método direto ou label-free. Neste método, 
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inicialmente aplica-se um potencial à sonda redox de modo que haja a 

transferência de elétrons da sonda redox para a superfície do eletrodo. 

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e seletividade do 

imunossensor, geralmente utilizam-se modificadores químicos, pois 

além de facilitarem a transferência de elétrons que ocorre na interface 

eletrodo/solução, auxiliam na imobilização de biomoléculas como 

anticorpos e antígenos (ZANATO, 2016; ZAPP, 2014). 

O uso de imunossensores tem apresentado várias vantagens 

como, por exemplo, a detecção analítica in situ e em tempo real, baixo 

custo, alta sensibilidade e seletividade, possibilidade de miniaturização e 

facilidade em termos de desenvolvimento e portabilidade. Estas 

características levam estes sensores a se tornarem uma importante 

ferramenta analítica empregada no monitoramento de poluentes 

aquáticos, em análises clínicas e na investigação de interações 

biomoleculares (MEHRVAR; ABDI, 2004; SONG et al, 2006).   

Tendo em vista que estudos realizados na Lagoa do Peri 

(Florianópolis – SC) revelaram a presença de altas densidades de 

cianobactérias que variam entre 587.884 cél mL-1 e 1.126.250 cél mL-1, 

o que exige análise com frequência semanal de cianotoxinas, o presente 

trabalho visa determinar a concentração de microcistina-LR na água da 

Lagoa do Peri. Para isso, foi desenvolvido um novo imunossensor 

eletroquímico label-free, construído a partir da modificação da 

superfície de um eletrodo de carbono (GCE) utilizando, como 

modificador, nanopartículas de magnetita (MGNnP) estabilizadas em 

polietilenoimina (PEI). 
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1.1 OBJETIVOS  

 

1.1.1  Objetivo geral 
 

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver um novo 

imunossensor eletroquímico à base nanopartículas de magnetita 

(MGNnP) estabilizadas em polietilenoimina (PEI) para a detecção de 

microcistina-LR na água da Lagoa do Peri (Florianópolis – SC). 

 

1.1.2  Objetivos específicos 

 

 Sintetizar as nanopartículas de magnetita (MGNnP); 

 Caracterizar morfologicamente as nanopartículas (MGNnP) 

através de microscopia de transmissão eletrônica (TEM); 

 Selecionar a técnica voltamétrica que será utilizada para as 

medidas eletroquímicas; 

 Estudar a estabilização das MGNnPs utilizando, como agentes 

estabilizantes, os polímeros PEI e Nafion;  

 Utilizar a plataforma polimérica para imobilizar anticorpos ab-

MC-LR sobre a superfície do eletrodo de carbono vítreo (GCE);  

 Otimizar os parâmetros (frequência, incremento e amplitude) da 

técnica voltamétrica escolhida; 

 Otimizar parâmetros de construção do imunossensor, tais como: 

proporções de nanopartícula/água e de nanopartícula/anticorpo; 

tempo de incubação do antígeno e pH do eletrólito suporte; 

 Utilizar as técnicas voltametria cíclica (CV) e espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIS) para avaliar o comportamento 

eletroquímico referente à modificação da superfície do eletrodo; 

 Construir curva de calibração para MC-LR; 

 Avaliar a seletividade do método por meio do estudo de 

interferentes; 

 Avaliar a linearidade, precisão e estabilidade do imunossensor 

desenvolvido; 

 Avaliar a exatidão do método por meio de um estudo 

recuperação; 

 Determinar a concentração de MC-LR presente na amostra de 

Lagoa do Peri utilizando o imunossensor proposto. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1  MICROCISTINA 

 

As cianobactérias, comumente conhecidas como algas azuis, são 

micro-organismos unicelulares procariontes pertencentes ao grupo das 

bactérias. Estes organismos são capazes de realizar fotossíntese e, como 

produtoras primárias, constituem juntamente com os demais organismos 

fitoplanctônicos, a base da cadeia alimentar aquática. Apesar da sua 

positiva contribuição para o meio ambiente, estes microorganismos são 

responsáveis pela produção de uma toxina denominada cianotoxina, a 

qual apresenta elevados níveis de toxicidade e pode trazer sérios riscos à 

saúde pública (CRUZ et al., 2016). 

Considerando suas propriedades toxicológicas, as cianotoxinas 

podem ser classificadas em: (i) hepatotóxicas (microcistina e 

nodularinas); (ii) neurotóxicas (anatoxina-a, homoanatoxina-a, 

anatoxina-a(s) e saxitoxinas); (iii) citotóxica (cilindrospermopsina) e 

(iv) dermatotoxinas (toxinas lipopolissacarídicas, comuns a várias 

espécies de cianobactérias) (CHORUS; BARTRAM, 1999; VAN 

APELDOORN et al., 2007). 

O tipo mais comum de intoxicação envolvendo cianobactérias é 

ocasionado por hepatotoxinas, as quais podem causar mal-estar, 

vômitos, cefaléia, hepato-enterite, gastrenterite e, possivelmente, câncer 

nos casos de intoxicação crônica. Dentre as hepatotoxinas, as 

microcistinas são as mais comuns em ambientes de água doce, e são 

produzidas por alguns gêneros de cianobactérias, tais como: Anabaena; 

Planktothrix; Nostoc; Hapalosiphon; Synechocystis; Aphanocapsa; 

Oscillatoria e principalmente, pela Microcystis aeruginosa (CHORUS; 

BARTRAM, 1999; FALCONER, 2005; VAN APELDOORN et al., 
2007; JAMES et al., 2008; PEGRAM et al., 2008). Esta grande 

variedade de cepas potencialmente produtoras, bem como a frequência 

com que estas são observadas, fazem da microcistina um importante 

padrão para o estudo de toxidade em florações de cianobactérias (YOO 

et al., 1995). 

A microcistina é um heptapeptídeo cíclico formado 

estruturalmente por dois aminoácidos fixos (Adda e Mdha), três D-

aminoácidos (D-alanina, ácido D-eritro-β-metil aspártico e ácido D-

glutâmico) e dois L-aminoácidos variáveis presentes, respectivamente, 

nas posições X e Y (Figura 2). A posição X pode ser ocupada pelos 

aminoácidos leucina (L), arginina (R) ou tirosina (Y). Já a posição Y 
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pode ser ocupada por um dos seguintes aminoácidos: arginina (R), 

alanina (A) ou metionina (M) (BORTOLI; PINTO, 2015).  

Conforme o par de aminoácidos variáveis presentes em sua 

estrutura molecular, as microcistinas podem ser classificadas como: i) 

microcistina-LR (leucina e arginina); ii) microcistina-RR (arginina e 

arginina); iii) microcistina-LA (leucina e alanina); iv) microcistina-YR 

(tirosina e arginina); v) microcistina-YA (tirosina e alanina) e vi) 

microcistina-YM (tirosina e metionina) (ANACLETO, 2016; LEAL; 

SOARES, 2004). Os aminoácidos presentes na estrutura molecular geral 

da microcistina (Tabela 1), bem como a estrutura química da 

microcistina-LR, podem ser observados nas Figuras 1 e 2, 

respectivamente. 

 
Tabela 1 – Aminoácidos (D-aminoácidos, aminoácidos fixos e L-aminoácidos 

variáveis) que compõem a estrutura molecular da microcistina. 

Aminoácidos  Abreviatura     Nomenclatura 

 

  D-aminoácidos 

 

D-Ala D-Alanina 

 β-MeAsp Ácido D-eritro-β-metil aspártico 

 D-Glu Ácido D-glutâmico 

Aminoácidos fixos Adda Ácido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienóico 

 Mdha N-metildehidroalanina 

L-aminoácidos variáveis L = Leu Leucina 

 R = Arg Arginina 

 A = Ala Alanina 

 Y = Tyr Tirosina 

 M = Met Metionina 

Fonte: Autoria própria (2018). 
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Figura 1 – Estrutura molecular geral da microcistina, onde X e Y correspondem 

aos aminoácidos variáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Anacleto (2016). 

 

Figura 2 – Estrutura química da microcistina-LR.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Timbrell (2009). 

 

Dentre as formas gerais de microcistinas que podem ser 

encontradas, a microcistina-LR (MC-LR) é a forma mais frequente em 

reservatórios de água e também a mais tóxica, apresentando uma DL50 

de 50 μg/Kg de peso corporal (BUTLER et al., 2009).  

Estas toxinas afetam diretamente o fígado, podendo levar a morte 

num intervalo de poucos dias ou, até mesmo, poucas horas 

(BITTENCOURT-OLIVEIRA; OLIVEIRA; BOLCH, 2002). A Tabela 

2 apresenta algumas formas de microcistina de acordo com o nível de 

toxicidade. 
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Tabela 2 – Toxicidade de algumas formas de microcistina. 

 Microcistina     DL50* (µg/Kg) 

MC-LR 50 

[D-Asp3] MC-LR 160 - 300 

[Dha7] MC-LR 250 

MC-RR 600 

[Dha7] MC-RR 180 

MC-YR 70 

*Toxicidade determinada por via intraperitoneal em ratos (µg de toxina/Kg de peso corpóreo). 

A DL50* representa o valor da dose de toxina letal a 50 % dos animais expostos. 

 

Fonte: Chorus e Bartram (1999); Furey et al. (2008). 

 

As florações tóxicas são consideradas como um dos maiores 

problemas em ecossistemas de água doce. Em 1996, um surto de doença 

ocorreu em uma clínica de hemodiálise em Caruaru (Pernambuco, 

Brasil). Após o tratamento de hemodiálise nesta clínica, 116 dos 131 

pacientes apresentaram distúrbios visuais, náusea, vômito e fraqueza 

muscular. Posteriormente, 100 pacientes desenvolveram insuficiência 

hepática aguda. Em dezembro de 1996, 52 das mortes poderiam ser 

atribuídas a uma síndrome comum agora chamada de "Síndrome de 

Caruaru" (AZEVEDO et al., 2002). Inicialmente, a causa apontada pela 

Secretária Estadual de Saúde foi hepatite tóxica. Posteriormente, foram 

realizadas investigações com as quais se tornou possível concluir que a 

morte dos pacientes foi provocada por uma toxina chamada 

microcistina, a qual estava presente na água de hemodiálise (DANTAS, 

2016). 

De acordo com a atual legislação vigente – Portaria MS/GM nº 

2.914, de 12 de dezembro de 2011, cabe aos responsáveis pelos sistemas 

de abastecimento de água, realizar o monitoramento de cianobactérias 

no ponto de captação de mananciais superficiais. Esta nova legislação 

também estabelece que o valor máximo de microcistinas permitido na 

água de abastecimento público é de 1,0 µg L-1, porém para águas de 
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abastecimento de hospitais que realizam hemodiálise, esse valor tem que 

ser igual à zero (BRASIL, 2011; BRASIL, 2016) 

Em Florianópolis (SC), a Lagoa do Peri é o maior corpo de água 

doce utilizado pela CASAN para abastecimento das populações do leste 

e sul da ilha. Devido a sua importância, vários estudos têm sido 

realizados no local, os quais revelaram a presença significativa de 

cianobactérias produtoras de toxinas (SYLVÉUS, 2012).  

Estudos realizados por Sylvéus (2012), no Laboratório de 

Ficologia do Departamento de Botânica (UFSC), demonstraram que as 

espécies de cianobactérias Cilindrospermopsis raciborskii, Limnothrix 

sp e Planktolyngbya limnetica, foram encontradas em densidades 

elevadas em amostras da Lagoa do Peri. As densidades encontradas, 

variaram entre 587.884 cél mL-1 e 1.126.250 cél mL-1, sendo superiores 

a 20.000 cél mL-1, o que exige análise com frequência semanal de 

cianotoxinas na água do manancial. Este estudo mostrou também, que 

análises de microcistinas devem ser feitas já que foram encontradas 

densidades de Planktolyngbya limnetica e Limnothrix sp. maiores que 

10.000 cel mL-1 (SYLVÉUS, 2012).  

 

2.1.1 Principais métodos de determinação de microcistina 

 

Geralmente, a detecção e quantificação das cianotoxinas são 

realizadas empregando-se dois métodos: (i) ensaios biológicos ou 

bioquímicos de screening (rastreamento, reconhecimento ou varredura) 

e (ii) métodos físico-químicos. A escolha da técnica a ser empregada 

dependerá da disponibilidade e experiência com o método em questão, 

bem como o tipo de informação que se pretende obter. Os critérios mais 

importantes e, que devem ser avaliados antes da escolha da técnica 

empregada, são a seletividade e a sensibilidade (BORTOLI; PINTO, 

2015; MSAGATI et al., 2006). 

 

2.1.1.1 Métodos bioquímicos de screening para análise de 

cianotoxinas 

  

Os ensaios de screening (varredura) são testes de diagnóstico que 

estabelecem a presença ou ausência de uma substância. Geralmente 

esses testes fornecem resultados rápidos, baratos e reprodutíveis. Dentre 

os métodos bioquímicos de screening, encontram-se os bioensaios em 

ratos ou camundongos, o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

e ensaios de inibição da proteína fosfatase (MSAGATI et al., 2006). 



40 

Os bioensaios em ratos foram amplamente utilizados para 

determinar a toxicidade do material proveniente de florações, 

apresentando o resultado qualitativo de, por exemplo, uma floração ser 

ou não tóxica (NICHOLSON; BURCH, 2001).  

O ensaio ELISA ou enzima imunoensaio, foi desenvolvido para a 

detecção de microcistinas e provou ser um método muito sensível. É 

bastante utilizado em amostras ambientais e é um ótimo método de 

screening, pois detecta pequenas concentrações de microcistinas. (KFIR 

et al., 1986).  

O ensaio de inibição da proteína fosfatase foi desenvolvido para a 

detecção e quantificação de microcistinas e nodularinas. Este método, 

baseia-se no mecanismo de ação destas cianotoxinas, o qual está 

relacionado com a inibição das porções serina e treonina das proteínas 

fosfatases 1 e 2A (MSAGATI et al., 2006). 

 

2.1.1.2 Métodos físico-químicos para a análise de cianotoxinas 

 

Estes são métodos analíticos que utilizam propriedades físico-

químicas das cianotoxinas como, por exemplo, a massa molecular. Entre 

os métodos empregados estão cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) (IKAWA et al., 1999), eletroforese capilar (CE) (LI et al., 
1999), ressonância magnética nuclear (RMN) (HARADA et al., 1995), 

espectrometria de massas (MS) e cromatografia a líquido acoplada a 

espectrometria de massas (LC/MS) (ROBILLOT et al., 2000). 

Muitos dos procedimentos reportados e utilizados nos dias atuais 

para a separação, identificação e quantificação das cianotoxinas, 

empregam o uso do HPLC. A cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a espectrometria de massas (HPLC/MS) é considerado o 

método mais confiável para a detecção de microcistina, pois este método 

apresenta uma eficiente correção do efeito de matriz (BORTOLI; 

PINTO, 2015). Porém, exige equipamentos de alto custo, pré-

tratamentos demorados e operadores especializados, surgindo dessa 

forma, a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas mais 

rápidas, portáteis e de menor custo, como os imunossensores 

eletroquímicos (ZHANG, J. et al., 2010; UNITED STATES 

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2014; HOU et al., 

2016). Na Figura 3 está apresentada uma comparação entre a 

sensibilidade e seletividade dos diferentes métodos de detecção de 

cianotoxinas reportados na literatura. 
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Figura 3 – Relação entre sensibilidade e seletividade de alguns dos métodos 

empregados na detecção e quantificação das cianotoxinas. RMN: Ressonância 

Magnética Nuclear; EM: Espectrometria de Massas (FAB – Bombardeamento 

rápido de átomos e LSI – Espectrometria de Massas de íons secundários); 

CL/EM: Cromatografia líquida acoplada a Espectrometria de Massas; HPLC: 

Cromatografia a líquido de alta eficiência; MMPB: método do 2-metil-3-

metoxi-4-ácidofenilbutírico; CCD: Cromatografia em camada delgada; ELISA: 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay.  
 

 
Fonte: Chorus e Bartram (1998); Msagati et al. (2006). 

 

De acordo com a Figura 3, observa-se que a técnica que apresenta 

maior seletividade é o RMN, porém essa técnica possui baixa 

sensibilidade. Já os ensaios biológicos ELISA e inibição das proteínas 

fosfatases, apresentam-se como os métodos mais sensíveis, já que 

conseguem detectar concentrações na ordem de 10-12 g (picograma), 

contudo estes métodos são pouco seletivos. No caso do ensaio ELISA, a 

baixa seletividade deve-se ao fato de anticorpos desenvolvidos para uma 

toxina específica, como por exemplo, a microcistina-LA, também 

reconhecerem outras formas de microcistinas (KFIR et al., 1986). 
 

2.2 BIOSSENSORES 
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2.2.1 Definição e princípio de funcionamento 

 

Biossensor pode ser definido como um dispositivo de análise que 

utiliza reações biológicas para a detecção de uma determinada espécie 

de interesse. Este dispositivo tem como princípio de funcionamento, a 

imobilização de um material de origem biológica (enzima, organela, 

tecido animal ou vegetal, microrganismo, antígeno, anticorpo, ácidos 

nucleicos ou lectina) sob a superfície de um transdutor (interface 

eletrônica) (FATIBELLO FILHO; CAPELATO, 1992; RICCARDI; 

COSTA; YAMANAKA, 2002). 

O uso desses sensores apresenta várias vantagens como, por 

exemplo, a detecção analítica in situ e em tempo real, baixo custo, alta 

sensibilidade e seletividade, possibilidade de miniaturização e facilidade 

em termos de desenvolvimento e portabilidade. Estas características 

levam os biossensores a se tornarem uma importante ferramenta 

analítica empregada no monitoramento de poluentes aquáticos, em 

análises clínicas e na investigação de interações biomoleculares. 

Contudo, para os biossensores eletroquímicos, existem certas limitações 

que estão relacionadas com interferências eletroquimicamente ativas na 

amostra, pouca estabilidade em longo prazo e problemas de 

transferência de elétrons (MEHRVAR; ABDI, 2004; SONG et al, 
2006).  

Estruturalmente, os biossensores apresentam os seguintes 

componentes funcionais: i) elemento de reconhecimento molecular; ii) 

sistema de detecção (transdutor) e iii) unidade processadora de sinal 

(LEE et al, 2008). A organização destes componentes funcionais 

encontra-se ilustrada na Figura 4: 
 

Figura 4 – Organização dos componentes funcionais de um biossensor. O 

reconhecimento do analito-alvo é feito por um componente biológico (receptor), 

o qual gera um sinal (A), sendo posteriormente convertido em (B) e processado 

(C). 

 
Fonte: Adaptado por Calil e Silva (2011). 
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O sistema de reconhecimento molecular é constituído por 

componentes biológicos que interagem com o analito alvo e geram sinal 

que posteriormente será convertido pelo transdutor. Funcionalmente, o 

componente biológico é responsável pela seletividade e especificidade 

dos sensores, sendo capaz de reconhecer, reagir ou ligar-se ao analito 

(SILVA, 2014).  

O transdutor é responsável por converter o sinal biológico em 

uma resposta mensurável proporcional a concentração do analito. Dessa 

forma, este dispositivo mede as variações que ocorrem em sua 

superfície, sejam elas físicas (massa, calor) ou químicas (transferência 

de elétrons), e as converte em sinal elétrico, óptico, termométrico, 

magnético ou micromecânico. Por sua vez, a unidade processadora de 

sinal atua como um detector que filtra, amplifica e analisa o sinal, de 

modo que os dados são transferidos para um monitor ou armazenados 

em algum dispositivo (RAITERI et al., 2002; PATHAK et al., 2007). 

A classificação dos biossensores pode ser feita tanto pelo material 

biológico utilizado como receptor, como também, pelo tipo de 

mudanças que ocorrem na superfície do transdutor. Com relação ao 

componente biológico, os biossensores podem ser classificados como: 

biossensores enzimáticos (usam enzimas como elementos 

bioreceptores); imunossensores (monitoram as interações do par 

anticorpo/antígeno) e biossensores celulares (utilizam microorganismos) 

(MOREIRA et al., 2010)   

No que diz respeito ao transdutor, os biossensores podem ser 

classificados em: biossensores eletroquímicos (medem as variações que 

ocorrem em sua superfície e as convertem em sinal elétrico); 

biossensores ópticos (se baseiam em mudanças nas propriedades ópticas 

das substâncias); biossensores acústicos (baseados na propriedade da 

piezoelétrico que os cristais anisotrópicos possuem) e biossensores 

calorimétricos (usam o calor gerado por reações exotérmicas para medir 

a concentração do analito) (MOREIRA et al., 2010). 

 

2.2.2 Aspectos básicos de imunologia 

 

Imunologia é a ciência que estuda os mecanismos de defesa 

relacionados à presença de substâncias estranhas no organismo, as quais 

são denominadas imunógenos ou antígenos (Ag). As bactérias, vírus, 

protozoários, fungos, vermes parasitas e as toxinas liberadas pelas 

bactérias, são considerados exemplos de antígenos. Quando introduzidos 

no organismo, estes antígenos ativam os linfócitos B e provocam a 

produção de anticorpos (Ac) (GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999).  
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Os anticorpos se referem a um grupo de glicoproteínas 

denominadas imunoglobulinas (Ig), as quais são altamente específicas e 

sintetizadas em resposta a um antígeno. Estas glicoproteínas atuam 

como principal mecanismo de defesa contra microrganismos 

extracelulares e suas toxinas, podendo reconhecer especificamente, se 

ligar, neutralizar, ou destruir estes antígenos (ZAPP, 2014). 

Estruturalmente, os anticorpos possuem duas cadeias pesadas 

(heavy chains – CH) e duas cadeias leves (light chains – CL). As cadeias 

leves se ligam às cadeias pesadas por meio de pontes dissulfeto, 

formando uma estrutura simétrica em Y (Figura 5). Estas cadeias têm 

sua porção amino terminal próxima ao topo da estrutura em Y, onde se 

encontra o sítio determinante do anticorpo, denominado fragmento Fab 

(GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999).  

 
Figura 5 – Representação esquemática das cadeias constantes e hipervariáveis 

presentes nos anticorpos, onde C = domínios constantes, V = domínios 

variáveis, L = cadeia leve, H = cadeia pesada e CH2 é o domínio onde está 

acoplado o carboidrato. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Mandal (2018). 

 

As cadeias leves e pesadas podem ser divididas em duas classes: 

constantes e hipervariáveis. As regiões constantes, também 

denominadas de C-terminal, tem a função de ancorar o anticorpo. Já as 

regiões hipervariáveis ou também conhecidas como regiões 

determinantes de complementaridade, são responsáveis pela a ligação 
antígeno/anticorpo. Estas regiões variáveis estão localizadas nos 

domínios VL e VH e são elas que determinam a especificidade do 

anticorpo (BENJAMINI et al., 2000). Na estrutura dos anticorpos se 

encontra uma região dobradiça, na qual existe uma flexibilidade da 
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molécula neste ponto, assim como também podem ser encontrados 

carboidratos acoplados ao domínio CH2 (MAYER, 2000). 

No imunoensaio, o anticorpo (Ac) combina-se especificamente 

com o seu correspondente antígeno (Ag), formando o complexo Ag-Ac 

(Figura 6). A interação Ag-Ac é relativamente fraca e ocorre a curta 

distância, estando envolvidas interações não covalentes, tais como, 

interações eletrostáticas, hidrofóbicas, forças de Van der Waals e 

interações de hidrogênio (GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999). A 

interação anticorpo/antígeno é representada por uma estreita relação de 

complementaridade, a qual permite a aproximação máxima do antígeno 

aos sítios de ligação do anticorpo (ZAPP, 2014). Dessa forma, apenas 

algumas regiões do antígeno são capazes de formar ligações com o sítio 

determinante do anticorpo. Essas regiões específicas são chamadas 

epitopo ou determinante antigênico, as quais representam a menor 

porção de antígeno capaz de gerar a resposta imune (BENJAMIN et al., 

1984).  
 

Figura 6 – Representação esquemática da interação antígeno/anticorpo. 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 
 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Do ponto de vista analítico, as interações Ag-Ac podem ser 

monitoradas por sistemas com marcação do anticorpo (método indireto) 

ou por sistemas sem marcação (método direto). A maioria dos 

imunoensaios utiliza o método indireto, no qual o sinal gerado é 

produzido a partir da adição de anticorpos ligados a radioisótopos 

(RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002). Contudo, as restrições 
relacionadas ao uso de radioisótopos, levaram ao desenvolvimento de 

imunoensaios que utilizam compostos fluorescentes ou enzimas como 

marcadores, tendo como exemplo, o ensaio ELISA (Enzyme Linked 
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Immunosorbent Assays) e o EMIT (Enzyme Multiplied Immuno 

Technique) (GIL; KUBOTA; YAMAMOTO, 1999). 

O ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) é utilizado no 

diagnóstico de várias doenças que induzem a produção de 

imunoglobulinas. Este teste permite a detecção de anticorpos 

específicos, sendo necessário para isso, fixar o antígeno a uma superfície 

sólida, e então liga-lo a um anticorpo acoplado a um marcador 

enzimático. Este marcador pode ser fluorescente ou pode ser uma 

enzima que catalisa uma reação que produza um produto mensurável. 

Com isso, a formação do imunocomplexo a partir de anticorpos 

marcados pode ser observada por meio de técnicas como: colorimetria 

(LEI et al., 2010), fluorescência (BOUÇAS et al., 2008), 

quimiluminescência (ZHAO; SUN; CHU, 2009) e eletroquímica 

(CAVALCANTI et al., 2012). Dentre as maneiras de se realizar o ensaio 

ELISA, a Figura 7 representa, de forma esquemática, as etapas de 

imunodetecção para o método do tipo direto (ZAPP, 2014). 

 
Figura 7 – Representação esquemática das etapas de imunodetecção do método 

ELISA do tipo direto. 

 

 
 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

2.2.3 Imunossensores eletroquímicos 
 

Imunossensor é um tipo de biossensor que se baseia na reação 

imunológica, onde o antígeno ou anticorpo são imobilizados sob a 
superfície de um transdutor. Quando o sinal biológico gerado pelo 

biorreconhecimento entre o antígeno e o anticorpo é convertido em sinal 

elétrico, este biossensor é dito eletroquímico. Diferentemente do teste 

ELISA, o uso de imunossensores eletroquímicos nem sempre necessita 

do emprego de anticorpos marcados. Isso se deve ao fato destes 
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dispositivos utilizarem espécies eletroativas como mediadoras das 

reações imunológicas, sendo este método conhecido como método 

direto ou label-free (ZANATO, 2016; ZAPP, 2014). 

Tendo em vista que tanto o antígeno como o anticorpo são 

moléculas eletroquimicamente inertes, a resposta analítica dos 

imunossensores eletroquímicos não marcados é obtida por meio de 

espécies com atividade redox, as quais são chamadas de mediadores 

redox ou sonda redox. Estas moléculas eletroativas podem ser 

imobilizadas na superfície do eletrodo de trabalho ou estar presente em 

solução. São exemplos de sondas redox moléculas tais como: espécies 

orgânicas (quinonas, tetratiofulvaleno, tetracianoquinodimetano), 

compostos organometálicos (ferrocenos, ftalocianinas, óxidos de 

rutênio, metaloporfirinas) ou enzimas (SOUZA, 1997). 

Quando a sonda redox se encontra presente em solução, a 

formação do imunocomplexo é acompanhada por meio do decaimento 

do sinal de corrente obtido para o imunossensor (Figura 8).  

 

Figura 8 – Representação esquemática de um imunossensor eletroquímico não 

marcado (à esquerda) e resposta de corrente esperada (à direita), utilizando 

voltametria de onda quadrada (SWV) e hidroquinona como sonda redox, onde 

(a) representa a medida de corrente na ausência de antígeno e (b) a medida de 

corrente na presença de antígeno. 

 

 
Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Nesse sistema (Figura 8), a interação antígeno/anticorpo é 

observada por meio das seguintes etapas: (i) a partir do imunossensor 

contendo o anticorpo ligado a uma plataforma imobilizadora 
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(nanopartículas estabilizadas), mede-se o valor de corrente referente a 

alterações que ocorrem na sonda eletroquímica, sendo este sinal 

denominado pico base (Figura 8-a) e (ii) faz-se a medida da corrente na 

presença do antígeno, onde a resposta obtida é referente, novamente, à 

reação de oxidação/redução ocorrida na sonda redox, com a diferença de 

que nesta última etapa, a superfície do eletrodo encontra-se parcialmente 

bloqueada devido à interação antígeno/anticorpo. Com isso, a 

transferência de elétrons entre a sonda redox e a superfície do eletrodo é 

dificultada, tendo como consequência uma supressão (decaimento) no 

sinal de corrente (Figura 8-b) (LIANG et al., 2011). Como forma de 

aumentar a eficiência da interação antígeno/anticorpo, geralmente 

adiciona-se, na etapa de construção do imunossensor, um bloqueador de 

sítios não específicos como, por exemplo, a albumina do soro bovino 

(Bovine serum albumin – BSA). 
 

2.2.4 Imobilização de biomoléculas sobre a superfície do eletrodo 

 

Tendo em vista que as reações imunológicas são altamente 

específicas, na construção de um imunossensor eletroquímico é 

necessário que as biomoléculas estejam organizadas e imobilizadas, de 

modo que o reconhecimento antígeno/anticorpo seja eficiente e seletivo. 

Para isso, a imobilização de biomoléculas é realizada a partir da 

modificação da superfície do sensor, de maneira que se permitam 

medidas rápidas do sinal elétrico proveniente da etapa de 

imunorreconhecimento. Neste processo, os sensores modificados são 

construídos a partir do eletrodo base e do modificador químico, onde o 

substrato consiste no eletrodo que sofrerá modificação de sua superfície, 

tendo como exemplo, ouro, platina, carbono vítreo, fibras de carbono, 

pasta de carbono, entre outros (ZAPP, 2014; SILVA, 2014; PEREIRA; 

SANTOS; KUBOTA, 2002).  

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi 

introduzido na eletroquímica por Murray e colaboradores (1975), os 

quais definiram EQM como sendo um dispositivo com moléculas 

quimicamente ativas imobilizadas sobre sua superfície, com o objetivo 

de pré-estabelecer e controlar a natureza físico-química da interface 

eletrodo/solução. Dessa forma, a modificação da superfície do EQM tem 

como objetivo criar grupos funcionais reativos que são geralmente 

inexistentes no eletrodo não modificado/ativado, de modo a alterar a sua 

reatividade e seletividade (SOUZA, 1997). 

Considerando-se que os processos eletroquímicos se baseiam na 

transferência de elétrons, tanto o eletrodo base como os modificadores 
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utilizados para imobilizar moléculas, devem apresentar características 

eletroquímicas apropriadas como, por exemplo, boa condutividade 

elétrica, biocompatibilidade, estabilidade térmica e química. A forma 

como as moléculas são imobilizadas na superfície do sensor, também é 

importante e depende das características que se deseja alcançar, tais 

como, aumento da sensibilidade, seletividade, estabilidade e reatividade 

(SOUZA, 1997; PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).  

De forma geral, os métodos mais empregados para a imobilização 

de moléculas sobre a superfície do eletrodo de trabalho consistem em: 

ligação covalente, adsorção, recobrimento com filmes poliméricos ou 

ainda a preparação de eletrodos à base de pasta de carbono, com adição 

de modificadores (MURRAY; EWING; DURST, 1987; BARROSO et 

al., 2011). 

 

2.2.5 Reações covalentes de imobilização 

 

No processo de imobilização das moléculas, o modificador pode 

ser ligado covalentemente a superfície do eletrodo. A modificação de 

superfícies de carbono por meio de ligações covalentes tem sido em 

grande parte baseada na manipulação da reatividade de grupos 

funcionais presentes nessa superfície, tais como, álcoois (fenóis), ácidos 

carboxílicos, cetonas (quinonas) e anidridos (Figura 9). Geralmente, os 

substratos como o carbono e óxidos metálicos também são propícios 

para estabelecer ligações com ésteres, éteres e amidas (RUSMINI; 

ZHONG; FEIJEN, 2007). 

 
Figura 9 – Modificação da superfície do eletrodo com a criação de grupos 

funcionais. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2018). 

 

Na imobilização do modificador via ligação covalente, algumas 

características importantes devem estar presentes, como por exemplo: i) 

as reações de imobilização devem ocorrer de forma rápida e que permita 

a utilização de baixas concentrações de reagentes; ii) os ligantes 
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imobilizados devem ser orientados de modo que sua distribuição seja 

homogênea e iii) não devem ocorrer reações com os sítios de ligação da 

biomolécula usados para reconhecimento (GÓRECKA; 

JASTRZĘBSKA, 2011). Os eletrodos modificados por meio de ligações 

covalentes são mais estáveis em relação aos demais métodos, entretanto 

são mais difíceis de preparar. 

Geralmente, este método envolve duas etapas: i) a ativação do 

suporte com um reagente específico (bi ou multifuncional), e ii) a adição 

da biomolécula a qual pretende-se imobilizar. Em casos onde são 

empregadas reagentes bifuncionais como modificador, uma das 

extremidades do modificador reage com grupos funcionais presentes na 

superfície do eletrodo e a outra extremidade reage com o grupo reativo 

da biomolécula que se pretende imobilizar (GUILBAULT, 1984; 

DALLA-VECCHIA et al., 2004; MATEO et al., 2007; SASSOLAS et 
al., 2011). Quando as biomoléculas imobilizadas são anticorpos ou 

antígenos, os grupos reativos geralmente se resumem aos grupos N-

terminal (-NH2) e C-terminal (-COOH), em razão da natureza proteica 

destas biomoléculas (JACOB; UNGER; HOROVITZ, 2013). 

Na imobilização por ligação covalente cruzada, reagentes bi ou 

multifuncionais (ex.: glioxal, glutaraldeído) são empregados de modo a 

formar mais de uma ligação entre a biomolécula e o suporte, ou entre 

cadeias do suporte. Neste tipo de imobilização, dificilmente a molécula 

irá desprender-se do suporte e a estabilidade diante de variações físico-

químicas é aumentada (GUILBAULT, 1984; DALLA-VECCHIA et al., 
2004; MATEO et al., 2007; SASSOLAS et al., 2012). 

Suportes contendo grupos carboxílicos são geralmente ativados 

com carbodiimidas, sendo a mais comumente empregada a 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). As carbodiimidas também 

podem ser chamadas de reagentes de ligação cruzada de ordem zero, 

pois são responsáveis por ativar os grupos reativos, porém não são 

mantidas na estrutura final após a imobilização. De maneira 

experimental, a ativação dos grupos carboxílicos é feita pela EDC, tendo 

como consequência a formação de um intermediário instável 

denominado éster ativado o-acil-uréia (Figura 10). A partir deste 

intermediário, são possíveis três reações: (I) reação direta com grupo 

amina primária da biomolécula; (II) uma reação de hidrólise que 

regenera o grupo carboxílico e (III) uma nova ativação com N-

hidroxisuccinimida (NHS) formando um intermediário ativado estável à 

base de um éster amino reativo (BOGDANOV et al., 1988; PATEL et 

al., 1997). 
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Figura 10 – Esquema reacional da ativação pela EDC (1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida) de suportes contendo grupos carboxílicos, 

sendo representadas as seguintes reações: (I) reação direta com grupo amina 

primária da biomolécula; (II) uma reação de hidrólise que regenera o grupo 

carboxílico e (III) uma nova ativação com N-hidroxisuccinimida (NHS) 

formando um intermediário ativado estável à base de um éster amino reativo. 

 

 
Fonte: Hayworth (2014); Zapp (2014). 

 

2.2.6 Adsorção 

 

A adsorção consiste no método mais simples de fixar um 

modificador à superfície do eletrodo. Este método está baseado na 

dissolução do agente modificador em um solvente apropriado e na 

exposição, geralmente por imersão, do eletrodo a esta solução. A 

solução contendo o modificador também pode ser transferida (gotejada), 

com o auxílio de uma micropipeta, para a superfície do eletrodo, onde 

ocorrerá a posterior evaporação do solvente. A maioria dos trabalhos 

envolvendo este método, tem utilizado grafite e carbono vítreo como 

eletrodo de trabalho. Eletrodos de carbono apresentam uma importante 

capacidade de quimisorver reagentes que apresentem sistemas de 

elétrons π estendidos. Neste tipo de adsorção, há uma forte interação 
entre o plano basal (plano da folha) do eletrodo de carbono e o sistema π 

de elétrons na molécula (SOUZA, 1997).  

A desvantagem deste método é a de produzir no máximo uma 

monocamada de modificador imobilizado, limitando a faixa de resposta 

linear. Além disso, como o fenômeno de adsorção é um processo de 
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equilíbrio, é de se esperar que ocorra a dessorção do modificador para o 

meio, perdendo dessa forma, reprodutibilidade e tempo de vida útil do 

EQM (SOUZA, 1997).   

 

2.2.7 Modificação do eletrodo com filmes poliméricos 

 

Uma técnica que tem se tornado bastante atrativa na construção 

de sensores é a preparação de eletrodos quimicamente modificados a 

partir do recobrimento de suas superfícies com filmes poliméricos. Isso 

se deve ao fato de ao contrário dos métodos por adsorção ou por ligação 

covalente, a modificação com membranas poliméricas permite a 

imobilização de muitas camadas (1 a 20000) da espécie ativa na 

superfície do eletrodo, tendo como consequência, um aumento na 

resposta eletroquímica (SOUZA, 1997) 

A tecnologia de polímeros tem evidenciado que uma das 

propriedades mais importantes destes materiais é a capacidade de se 

comportar como excelentes isolantes elétricos. Contudo, uma nova 

classe de polímeros orgânicos tem sido desenvolvida com o intuito de 

combinar em um mesmo material, as propriedades elétricas de um 

semicondutor ou metal com as vantagens de um polímero. A 

condutividade eletrônica desses materiais orgânicos tem contribuído 

para a produção de células solares, baterias, aparelhos eletrocrômicos, 

sensores, aparelhos eletrônicos moleculares, biossensores e eletrodos 

quimicamente modificados (EQM) (SILVA, 2008). 

O recobrimento polimérico é realizado a partir da formação de 

camadas poliméricas sobre a superfície do eletrodo, onde a membrana 

polimérica deve apresentar: i) interação com a superfície do substrato; 

ii) baixa solubilidade em solução aquosa; iii) ser condutora e iv) ser 

permeável ao eletrólito e ao analito de interesse. Vários métodos são 

utilizados na formação do filme polimérico, como por exemplo, 

recobrimento por imersão (“dip-coating”), recobrimento por rotação 

(“spin-coating”), eletrodeposição, fotodeposição, entre outros 

(SEGNINI, 2003). 

A modificação de eletrodos com filmes poliméricos permite a 

imobilização de biomoléculas sobre a superfície modificada. Dessa 

forma, a escolha do polímero deve se basear na aplicação que se deseja 

destinar ao sensor proposto. Dependendo da aplicação, o polímero 

escolhido pode ser eletroativo (se o objetivo é eletrocatálise), 

quimicamente ativo (propriedades ligantes ou troca iônica) ou inerte 

(apenas exclusão de interferentes). Os filmes eletroativos estão divididos 

em duas categorias: polímeros redox (quando o centro redox é parte do 
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esqueleto polimérico e polímeros de troca iônica (quando o 

componente redox ativo é um contra-íon de um filme poli-iônico como 

polivinilpiridina ou Nafion (SOUZA, 1997).   

 

2.2.8 Nanopartículas metálicas (MnPs) 

 

A síntese e aplicação de MnPs têm atraído grande interesse 

devido às suas propriedades elétricas, magnéticas e óticas, as quais são 

utilizadas em diversas aplicações como computadores quânticos, diodos 

emissores de luz, padrões fotoquímicos, sensores químicos e 

biossensores enzimáticos. Além disso, devido a uma ampla área 

superficial por unidade de volume, as MnPs tornam-se promissoras para 

catálise, o que é de grande interesse industrial (SIGNORI, 2010). 

No processo de síntese das MnPs, uma especial atenção é dada 

para as condições de reação, pelo fato destas influenciarem diretamente 

nas propriedades das nanopartículas. Nesse caso, as MnPs geralmente 

são preparadas por métodos químicos que envolvem a redução de um sal 

metálico ou íons metálicos por um agente redutor apropriado em meio 

líquido (Figura 11). Os agentes redutores utilizados são os mais variados 

e entre eles estão: H2 (CARTURAN et al., 2007), álcoois (HAH; KOO, 

2003), NaBH4 (TOSHIMA, 2007) e hidroquinona (GENTRY et al., 
2007; BÖNNEMANN; RICHARDS, 2001). 

 
Figura 11 – Formação da nanoestrutura do colóide metálico a partir da redução 

do sal metálico.  

 

 
 

Fonte: Adaptado de Bönnemann e Richards (2001). 
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Na etapa de nucleação das MnPs, o sal metálico é reduzido 

gerando átomos metálicos com valência zero. Estes podem colidir em 

solução com outros íons metálicos, átomos do metal ou aglomerados, 

para formar uma “semente” irreversível de núcleo metálico estável. O 

diâmetro dos núcleos de "semente" pode ser de aproximadamente 1 nm, 

dependendo da força das ligações metal-metal e a diferença entre os 

potenciais redox do sal metálico e o agente redutor aplicado 

(BÖNNEMANN; RICHARDS, 2001). 

Como forma de controlar o crescimento das MnPs, agentes 

estabilizantes são utilizados como estratégia para evitar a coalescência e 

por sua vez manter o tamanho nanométrico das partículas em solução. 

Dessa forma, são mantidas propriedades das MnPs como elevada 

atividade catalítica, área superficial e condutividade elétrica (ZAPP, 

2014).  

Os estabilizantes também são essenciais para dificultar a 

aglomeração das MnPs, já que estes são capazes de compensar as forças 

atrativas de Van der Waals por meio de forças de repulsão estéricas e 

eletrostáticas entre íons adsorvidos e contra-íons associados (SIGNORI, 

2010). Dessa forma, a estabilização das MnPs pode ocorrer de duas 

formas: estabilização eletrostática e estabilização estérica (Figura 12). 

 
Figura 12 – Estabilização de nanopartículas por (a) método eletrostático e (b) 

método estérico.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Fonte: (a) Autoria própria (2018) e (b) Bönnemann e Richards (2001). 

 

A estabilização eletrostática é baseada na repulsão coulombica 

entre os íons existentes na superfície das partículas e os contra-íons 

presentes na dupla camada elétrica. Já a estabilização estérica é 

alcançada pela coordenação de moléculas orgânicas que atuam como 

escudos de proteção da superfície metálica. Dessa forma, núcleos 

nanometálicos são separados uns dos outros e a aglomeração é 

impedida. Os principais grupos estabilizantes reportados na literatura 

(b) (a) 
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são: i) polímeros e copolímeros (HIRAI et. al., 1976); ii) doadores P, N 

e S (por exemplo, fosfatos, aminas, tioéteres); iii) solventes como THF, 

THF/MeOH (BÖNNEMANN et. al., 1994); iv) álcoois de cadeia longa; 

v) surfactantes (KIWI; GRAETZEL, 1979) e vi) organometálicos 

(BÖNNEMANN; RICHARDS, 2001).   
 

2.2.9 Magnetita  
 

As nanopartículas magnéticas têm atraído grande interesse e têm 

sido aplicadas em diversas áreas, como por exemplo: catálise, 

biotecnologia/biomedicina, imagem por ressonância magnética, 

armazenamento de dados e desenvolvimento de fármacos. A presença de 

grupos hidroxilas na superfície de nanopartículas magnéticas, tais como 

a magnetita (Fe3O4), permite com que estas sejam funcionalizadas com 

diferentes ligantes, produzindo dessa forma, sistemas coloidais estáveis 

(SILVA, 2013).  

A magnetita é um óxido de ferro (ferrita), com estrutura cúbica de 

espinélio invertido, com o oxigênio formando um empacotamento denso 

fcc (cúbico de face centrada) e os cátions de Fe (Fe2+ e Fe3+) ocupando 

sítios intersticiais tetraédricos e octaédricos (Figura 13). A célula 

unitária contém 8 íons metálicos em sítios tetraédricos, 16 em sítios 

octaédricos e 32 íons oxigênio (SILVA, 2013; SANTOS, 2012). 

 
Figura 13 – Estrutura cristalina cúbica de espinélio invertido da magnetita 

(Fe3O4), onde o oxigênio forma um empacotamento denso fcc (cúbico de face 

centrada) e os cátions de Fe (Fe2+ e Fe3+) ocupam sítios intersticiais tetraédricos 

e octaédricos. 

 
Fonte: Silva (2013). 

 

A síntese das nanopartículas de magnetita pode ser realizada de 

acordo com o método de cooprecipitação, no qual a ferrita (óxido de 

ferro) é preparada a partir da precipitação conjunta de íons metálicos 
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divalentes e íons Fe3+, sendo esta, uma reação de hidrólise alcalina em 

meio aquoso (Equação 1). Para isso, uma solução básica é adicionada à 

solução dos íons metálicos sob agitação constante, sendo o tamanho, a 

forma e a composição química das nanopartículas controlados a partir da 

temperatura de reação, da velocidade de agitação, da força iônica do 

meio, dos sais e da base utilizados (KANG et al., 1996). 

 

        Fe2+
(aq) + 2 Fe3+

(aq) + 8 OH-
(aq) → Fe3O4(s) + 4 H2O(l)               (1) 

 

2.2.10 Polieletrólitos 

 

Polieletrólitos são polímeros que apresentam cargas ou grupos 

ionizáveis, quando dissolvidos em solventes polares. Em solução 

aquosa, o polieletrólito se dissocia em macro-íons e contra-íons. Tendo 

em vista que esta classe de polímeros é caracterizada pela presença de 

carga, estes polímeros podem ser diferenciados de acordo com a carga 

que apresentam quando ionizados. Se a carga produzida for negativa, o 

polímero ionizado torna-se um poliânion, enquanto que se a carga 

produzida for positiva, este se torna um policátion. Nos casos em que o 

polímero produz tanto carga positiva como negativa, tem-se como 

resultado um polianfótero (GUERRA, 2011). 

As propriedades das soluções de polieletrólitos apresentam 

consideráveis diferenças em relação às soluções de polímeros neutros. A 

presença de cargas ao longo da cadeia leva a interações repulsivas intra 

e intermoleculares, as quais apresentam importantes consequências para 

as propriedades dinâmicas e estáticas do sistema, como por exemplo, no 

volume e na conformação. Os efeitos relacionados a estas interações são 

chamados de hidrodinâmicos (LUZ; SANTANA; OLIVEIRA, 2016).  

Quando a densidade de carga, presente na cadeia principal, 

apresenta-se alta e a cadeia lateral demonstra um baixo caráter 

hidrofóbico, as repulsões eletroestáticas na cadeia principal são 

superiores às atrações hidrofóbicas das cadeias laterais, levando a uma 

conformação estendida da molécula, podendo ser observada conforme 

apresentado na Figura 14 (DUARTE, 2011). 
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Figura 14 – Ilustração esquemática de um polieletrólito estendido em solução. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Duarte (2011). 

 

Já no caso em que a densidade de carga no polieletrólito é menor, 

e a repulsão eletrostática não se sobrepõe às atrações hidrofóbicas, o 

polieletrólito adquire uma conformação compactada. Dessa forma, 

quanto mais apolar for a cadeia lateral maior será o caráter hidrofóbico e 

mais compacta será a conformação do polímero em solução aquosa, 

havendo dessa forma, a formação de microdomínios hidrofóbicos como 

forma de proteger as cadeias hidrofóbicas do contato com o solvente 

(Figura 15) (DUARTE, 2011). 

 
Figura 15 – Ilustração esquemática de uma conformação compactada de um 

polieletrólito em solução. 

 
Fonte: Duarte (2011). 
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Além do efeito proveniente das interações repulsivas intra e 

intermolecular, a conformação de macromoléculas de polieletrólitos é 

dependente da força iônica, temperatura, pH, presença de íons 

metálicos, concentração de sólidos, diluição, contra-íons em solução, 

número e tipo de unidades carregadas presentes no polímero (LUZ; 

SANTANA; OLIVEIRA, 2016). 

 

2.2.11 Estabilização de nanopartículas em polietilenoimina (PEI) 
 

Polímeros são vastamente utilizados como matrizes para a 

estabilização de nanopartículas (NPs), pois muito deles são facilmente 

processáveis, permeáveis e/ou biodegradáveis. A formação de NPs 

estabilizadas com polímeros teve seu início nos anos 80, onde Koon e 

colaboradores utilizaram ferro em estruturas poliméricas (SIGNORI, 

2010). 

Estabilizantes poliméricos podem ser macromoléculas lineares, 

ramificadas ou agregados micelares que podem interagir fracamente 

com a nanopartícula, construindo dessa forma, uma casca polimérica 

protetora. Álcool polivinílico (PVA), ácido poliacrílico, ésteres 

polialílicos, polivinilpirrolidona (PVP) e PEI (polietilenoimina) são 

alguns exemplos de estabilizantes poliméricos, sendo que alguns destes 

podem agir como estabilizantes e redutores, simultaneamente 

(SIGNORI, 2010). 

O polímero PEI utilizado como estabilizante neste trabalho, é um 

polieletrólito fraco em solução aquosa que pode ser encontrado em sua 

forma linear ou ramificado. Em sua forma ramificada, a PEI comercial é 

constituída de 25% de aminas primárias, 50% de aminas secundárias e 

25% de aminas terciárias (Figura 16) (SIGNORI, 2010). 

 
Figura 16 – Estrutura da PEI com 25% de aminas primárias, 50% de aminas 

secundárias e 25% de aminas terciárias. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Signori (2010). 
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Em solução aquosa pH 10, a PEI é praticamente um polímero 

neutro. Já em pH 6,6, é um polieletrólito com aproximadamente 20-40 

% dos grupos amino protonados (GUERRA, 2011). Devido aos 

diferentes valores de pKa dos grupos amino primários, secundários e 

terciários, este polímero tem a capacidade de capturar prótons em 

diferentes condições de pH, o que é conhecido como o mecanismo 

"esponja de prótons" (LU et al., 2014). Os átomos de nitrogênio podem 

trocar prótons com a solução tampão, onde o nível de troca destes 

prótons é dependente do valor do pH. A PEI se torna menos básica à 

medida que o nível de protonação aumenta, tendo como consequência 

uma maior repulsão eletrostática entre os prótons em solução e a carga 

positiva nos grupos aminos. Em condições fisiológicas, 

aproximadamente 20 % dos átomos de nitrogênio do PEI são protonados 

(LU et al., 2014; ROCHEFORT; KOUISNI; GENDRON, 2008).   

Por ser um polímero condutor, com uma estrutura tridimensional, 

hidrofílica, altamente ramificada e flexível, a PEI (pH 7,5) foi escolhida, 

neste trabalho, para servir como matriz para a estabilização de 

nanopartículas magnéticas de ferro (Fe3O4 – Magnetita). Além disso, em 

virtude de sua estrutura transversalmente reticulada e alta densidade de 

carga, é capaz de condensar e complexar biomoléculas como as do 

anticorpo ab-MC-LR utilizado na construção do imunossensor 

eletroquímico proposto. 

 

2.2.12 Aplicação de imunossensores 
 

Os imunossensores têm como objetivo trabalhar como teste 

POCT (Point-of-care), de modo que seja possível diagnosticar doenças 

ou substâncias tóxicas por meio de dispositivos portáteis. A conversão 

de imunossensores a dispositivos portáteis é fundamental para que o 

diagnóstico possa ser realizado em áreas onde os recursos e o 

atendimento à saúde são escassos (GOPINATH et al. 2014). 

Ao longo dos anos, vários trabalhos foram desenvolvidos com o 

intuito de se construir imunossensores cada vez mais sensíveis, 

seletivos, com diagnósticos mais rápidos e de fácil construção. Dentre 

os estudos realizados, Balkenhohl e Lisdat (2007) desenvolveram um 

imunossensor eletroquímico capaz de detectar anticorpos anti-

transglutaminase em soro humano. Este trabalho apresentou uma alta 

sensibilidade, a qual foi suficiente para indicar a sua aplicação no 

diagnóstico de doença celíaca. Os dados obtidos foram superiores aos de 

ensaios qualitativos, porém estes não foram precisos o suficiente para 

afirmar que o teste desenvolvido pudesse ser considerado mais preciso 
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que os realizados por kits comerciais de ELISA (SANTANA et. al., 

2017). 

Segundo Ricci e colaboradores (2012), a sensibilidade de 

imunossensores eletroquímicos não é comparável à de métodos 

conjugados com enzimas, no entanto, apresentam limites de detecção 

consideravelmente baixos, sendo úteis para aplicações práticas, além de 

serem menos propensos a interferência do que os imunossensores 

ópticos. As vantagens apresentadas pelos imunossensores 

eletroquímicos estão na diversidade de opções de eletrodos disponíveis 

para o público e na ampla gama de possibilidades de modificações das 

plataformas de detecção (SANTANA et. al., 2017). Com isso, a Tabela 

3, na página seguinte, apresenta exemplos de diversos imunosensores 

reportados na literatura, bem como as suas aplicações. 
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Tabela 3 – Tipos de imunossensores com exemplos de substratos, transdutores, camada sensora e aplicação. 

SUBSTRATO TRANSDUTOR CAMADA SENSORA APLICAÇÃO REFERÊNCIA 

Membrana celulósica 

(rede nylon) 
POTENCIOMETRICO E 

AMPEROMÉTRICO 

Anticorpo Anti-IgG 

humano e glicose 

oxidase 

Determinação de Anti-IgG 

humana 

 

CAMPANELLA et al., 1999 

Superfície de ouro 
PIEZOELÉTRICO Anticorpo antiHSA Detecção de albuminúria 

NAVRÁTILOVÁ, SKLÁDAL, 

VIKLICKY, 2001 

Nanopartícula de Ouro 
 

ÓPTICO 
Polietilenoglicol e 

Anticorpo AntiEGFR. 

 

Detecção de câncer 

EL-SAYED; HUANG; EL- SAYED, 

2005; SOKOLOV et al., 

2003. 

 

Superfície de ouro 

 

PIEZOELÉTRICO 

Mercaptoundecanóico, 

Carbodiimida (EDC), N-

hidroxisuccinimida 

(NHS) e IgG. 

 

Detecção de câncer 

 

GRONEWOLD et al., 2006 

Nanopartícula de sílica e 

prata magnetizada 

 

MAGNÉTICO E 

ÓPTICO 

Aminopropiltrietóxisila no 

(APTS), DETA, 

Glutaraldeído e 

Anticorpo Anti-IgG 

 

Detecção de câncer 

 

GONG et al., 2007 

Eletrodo impresso de 

ouro 

 

ELETROQUÍMICO 

Anticorpos 

antitransglutaminase em 

soros humanos 

Diagnóstico de doença 

celíaca 

 

BALKENHOHL, LISDAT, 2007 

Eletrodo impresso de 

carbono 
 

ELETROQUÍMICO 

Anticorpo monoclonal 

antiácido ocadaico 

(antiOA-MAb) 

Detecção de ácido ocadaico em 

amostra de músculo 

HAYAT; BARTHELMEBS; 

MARTY, 2012 

Eletrodo impresso de 

carbono 

 

ELETROQUÍMICO 

IMPEDIMÉTRICO 

Anticorpo antiACTH, 

ACTH biotinilado, 

fosfatase alcalina, 

estreptavidina marcada 

 

Detecção de ACTH 

 

MORENO-GUSMÁN et al., 2012 
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Tabela 3 – Continuação. 
 

Superfície de ouro ELETROQUÍMICO 

IMPEDIMÉTRICO 

Anticorpo para receptor de 

lipoproteína 

AntisLOX1 

Detecção de Troponina 

Cardíaca I 

 

BILLAH et al., 2012 

Nanopartículas de Platina 

mesoporosas não 

enzimático 

 

ELETROQUIMICO 
Anticorpos AntiCA125, 

antiCA153 e antiCEA 

(Ab1) 

Detecção de três tipos de 

marcadores tumorais de câncer 

de mama 

 

CUI et al., 2014 

Fonte: Santana et al. (2017).    
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2.2.13 Voltametria 

  

Dentre os métodos eletroanalíticos, a voltametria é uma técnica 

que se baseia nos fenômenos que ocorrem na interface entre a superfície 

do eletrodo de trabalho e a camada de solução adjacente a essa 

superfície. No procedimento voltamétrico, as informações sobre o 

analito são obtidas por meio da medida de corrente em função de um 

potencial aplicado. As curvas de corrente versus o potencial são 

realizadas durante a eletrólise do analito em uma célula eletroquímica 

(Figura 17) constituída por três eletrodos: (1) eletrodo de trabalho; (2) 

eletrodo de referência e (3) eletrodo auxiliar (contra-eletrodo) (BARD, 

2001). 

 
Figura 17 – Configuração de uma célula eletroquímica contendo três eletrodos: 

1) eletrodo de referência; 2) eletrodo de trabalho e 3) eletrodo auxiliar (contra-

eletrodo). 

 
 
Fonte: Adaptado de AliExpress (2019). 

 

A reação de interesse, para a detecção do analito, ocorre no 

eletrodo de trabalho. Sobre este eletrodo é aplicado um potencial 

controlado e sua resposta de corrente é proporcional à concentração do 

analito em solução. A construção do eletrodo de trabalho pode ser feita a 

partir de materiais inertes como ouro, platina, carbono ou mercúrio 

(BARD, 2001). 

O eletrodo de referência é frequentemente confeccionado com 

calomelano saturado ou prata/cloreto de prata. Este eletrodo possui a 

função de manter o seu potencial constante durante as medidas e, por 

isso, a resistência elétrica do circuito que o contém é elevada de tal 
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forma, que a corrente que flui por este eletrodo é desprezível. O eletrodo 

de referência apresenta potencial conhecido e independente da 

concentração do analito (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).   

O eletrodo auxiliar (contra-eletrodo) atua no controle da corrente 

necessária para sustentar a eletrólise que ocorre no eletrodo de trabalho. 

Devido ao fato da corrente passar apenas entre o contra-eletrodo e o 

eletrodo de trabalho, são evitados distúrbios tais como, a eletrólise no 

eletrodo de referência. Com isso, contribui-se para que as variações de 

potencial, no eletrodo de referência, sejam desprezíveis (BARD, 2001). 

Existem diversas técnicas voltamétricas, apresentando-se dentre 

elas a voltametria cíclica (cyclic voltammetry – CV), a voltametria de 

onda quadrada (square-wave voltammetry – SWV) e a voltametria de 

pulso diferencial (differential pulse voltammetry – DPV).  

A voltametria cíclica é a técnica mais frequentemente usada para 

adquirir informações qualitativas sobre os processos eletroquímicos. Sua 

eficiência resulta da capacidade de fornecer rápidas informações sobre a 

termodinâmica de processos redox, da cinética de reações heterogêneas 

de transferência de elétrons e sobre reações químicas acopladas a 

processos adsortivos. Nesta técnica, a resposta de corrente para um 

pequeno eletrodo estacionário e imerso em uma solução em repouso é 

obtida em função de um sinal de excitação na forma triangular (Figura 

18) 

 
Figura 18 – Representação esquemática da aplicação de potencial em função do 

tempo (à esquerda) e voltamograma cíclico (à direita), onde: Epa – potencial de 

pico anódico; Epc – potencial de pico catódico; ipa – corrente de pico anódica; 

ipc – corrente de pico catódica; ΔEp – Diferença de potencial de pico; Red – 

espécie reduzida e Ox – espécie oxidada. 

 

 
 

Fonte: Bataglion (2009). 



65 

 

O princípio de funcionamento desta técnica está baseado na 

inicial aplicação de uma rampa de potencial até um valor denominado 

potencial de inversão, no qual há uma inversão da direção de varredura e 

o potencial retorna para o seu potencial inicial, resultando no 

voltamograma cíclico (corrente versus potencial) apresentado na Figura 

18 (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; BARD, 2001). 

A SWV e a DPV fazem parte do conjunto de técnicas 

eletroanalíticas pulsadas. Inicialmente, a voltametria de pulso surgiu 

com o objetivo de reduzir a contribuição da corrente capacitiva nas 

análises. Estas técnicas são baseadas na aplicação de degraus de 

potencial, sendo eles fixos ou variáveis. Após a aplicação dos pulsos de 

potencial, a corrente capacitiva se extingue mais rapidamente que a 

componente faradáica, sendo o sinal analítico mensurado ao final da 

aplicação de cada pulso. Dessa forma, a vantagem das técnicas pulsadas 

consiste na possibilidade em diferenciar a corrente capacitiva da 

corrente faradáica (PACHECO et al., 2013). 

Na voltametria de pulso diferencial (DPV), pulsos de igual 

amplitude são aplicados sobre uma rampa linear de potencial, sendo a 

corrente medida antes da aplicação do pulso e no final da aplicação 

deste. Estas correntes são subtraídas, já que a primeira corrente lida é 

referente à contribuição da corrente capacitiva e a segunda é a 

contribuição da corrente faradáica. Como resultado, tem-se um 

voltamograma de pulso diferencial com a forma de uma curva gaussiana 

(Figura 19) (BATAGLION, 2009). 

 
Figura 19 – Forma de aplicação de pulsos sobre uma rampa linear de potencial 

(A) e voltamograma esquemático (corrente versus potencial) da voltametria de 

pulso diferencial (B). 

 

 
Fonte: Bataglion (2009). 
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A voltametria de onda quadrada (SWV) é uma das técnicas 

voltamétricas de pulso mais rápidas e sensíveis. Os limites de detecção 

podem ser comparados aos das técnicas cromatográficas e 

espectroscópicas. Na SWV, uma onda quadrada simétrica de amplitude 

2E∞ é sobreposta sobre uma rampa de potencial na forma de escada 

(staircase), a qual é caracterizada por um degrau de potencial (Eetapa) e 

por um período τ, como representado na Figura 20. A corrente é 

amostrada duas vezes, uma ao final do pulso direto e outra ao final do 

pulso reverso. Assim como na voltametria de pulso diferencial, esta 

dupla amostragem da corrente também garante uma minimização da 

contribuição da corrente capacitiva sobre a corrente total medida. 

(SCHOLZ, 2010; PACHECO et al., 2013). 

 
Figura 20 – Aplicação de pulsos sobre uma rampa de potencial na forma de 

escada (staircase), tendo como resultado o voltamograma de onda quadrada (à 

direita), onde E∞ representa a altura do pulso, Eetapa corresponde à altura do 

degrau de potencial e τ o período de aplicação do pulso.   

 

 
Fonte: Adaptado de Bataglion (2009). 

 

Atualmente, a voltametria de onda quadrada é uma das técnicas 

mais utilizadas para fins analíticos. A SWV combina os melhores 

aspectos de vários métodos de voltametria de pulso, incluindo 

sensibilidade (10-9 mol L-1) e velocidade (100 a 1000 mV s-1) 

(PACHECO et al., 2013). 
Para a obtenção de uma boa sensibilidade do método 

eletroquímico, a escolha adequada do eletrólito suporte também é 

essencial. O eletrólito suporte é um eletrólito com concentração pelo 

menos 100 vezes maior que a substância de interesse, também presente 
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em solução, o qual confere à interface eletrodo/solução propriedades que 

simplificam a análise de sistemas eletroquímicos (BARD, 2001).  

O eletrólito suporte deve apresentar as seguintes características: 

alta solubilidade, alto grau de ionização e ser estável química e 

eletroquimicamente no solvente a ser empregado. Em meios aquosos 

são muito empregados, como eletrólito suporte, os percloratos, nitratos e 

sulfatos de sódio e de potássio. Os cloretos de metais alcalinos podem 

ser utilizados, porém os íons cloreto possuem a forte tendência em 

formar complexos com íons metálicos, em particular, os de metais de 

transição (AGOSTINHO et al., 2004)  

Em meios aquosos ácidos podem ser citados como eletrólito 

suporte, os ácidos perclórico, sulfúrico e nítrico, além do ácido 

clorídrico. Em meios aquosos alcalinos destacam-se os hidróxidos de 

sódio e de potássio. Alguns autores consideram eletrólito suporte um 

sistema tamponante como, por exemplo, citrato, fosfato, acetato e 

borato, quando se pretende manter constante, além da força iônica, o pH 

da solução aquosa (AGOSTINHO et al., 2004).  

Pelo fato do eletrólito suporte modificar a estrutura da interface 

eletrodo/solução, este eletrólito apresenta funções que são muito 

importantes no estudo de sistemas eletroquímicos, tais como: i) mantém 

constante o coeficiente de atividade das espécies, sendo possível dessa 

forma, determinar a concentração da espécie de interesse; ii) torna o 

número de transporte (t) da espécie eletroativa praticamente igual a zero, 

fazendo com que o transporte de massa da espécie de interesse não 

ocorra por migração; iii) diminui a espessura da dupla camada elétrica; 

iv) mantém a viscosidade da solução constante; v) mantém o coeficiente 

de difusão da espécie de interesse constante e vi) altera a cinética das 

reações eletroquímicas (AGOSTINHO et al., 2004). 

 

2.2.14 Espectroscopia de impedância eletroquímica 

 

Impedância pode ser definida como a carga resistiva total de um 

circuito em corrente alternada, onde a carga resistiva total é representada 

pelo acúmulo dos efeitos de resistência e reatância. A resistência se 

refere a oposição à passagem de corrente, tendo como resultado o gasto 

de energia em forma de calor (Efeito Joule). Já a reatância, se refere ao 

processo em que um componente do circuito cria oposição à passagem 

de corrente elétrica e esta oposição gasta energia em forma de campo 

magnético (indutor) ou campo elétrico (capacitor) (RIBEIRO; SOUZA; 

ABRANTES, 2015).  
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Atualmente, a espectroscopia de impedância eletroquímica 

(Electrochemical impedance spetroscopy – EIS) é utilizada em uma 

ampla gama de estudos, abrangendo desde o transporte eletrônico em 

dispositivos semicondutores até o estudo de processos cinéticos 

eletroquímicos das mais diferentes naturezas (CARVALHO; 

ANDRADE, BUENO, 2006).  

Na EIS, os fenômenos eletroquímicos que ocorrem na interface 

eletrodo/solução são representados pelo diagrama de Nyquist, o qual 

está baseado no circuito de Randles-Ershler (Figura 21). Neste circuito, 

os eventos capacitivos (Cdl) são separados dos associados ao processo de 

transferência de elétrons, os quais são representados pela resistência à 

transferência de carga (Rct), resistência da solução (Rs) e resistência 

referente ao processo de difusão linear conhecida como impedância de 

Warburg (Zw). Neste diagrama, a resistência à transferência de carga 

(Rct) é obtida por meio do diâmetro do semicírculo formado (RIBEIRO; 

SOUZA; ABRANTES, 2015). 

 
Figura 21 – Diagrama de Nyquist baseado no circuito de Randles-Ershler, onde 

(Cdl) representa a capacitância da dupla camada elétrica; (Rs) a resistência da 

solução; (Rct) a resistência à transferência de carga e (Zw) a impedância de 

Warburg. Inserido: circuito de Randles-Ershler. 

 

 
Fonte: Autoria própria (2018). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 REAGENTES E MATERIAIS 

 

Todos os reagentes utilizados neste trabalho possuíam grau 

analítico e foram utilizados sem qualquer purificação adicional. As 

soluções foram preparadas utilizando-se água ultrapura, obtida de um 

sistema Milli-Q (Millipore, EUA) com resistividade de 18,2 MΩ cm-1.  

O tampão fosfato salino PBS (0,01 mol L-1, pH 7,5), utilizado 

como eletrólito suporte, foi preparado por dissolução de KCl (adquirido 

da Vetec), NaCl (obtido da Synth), Na2HPO4 (Neon) e KH2PO4 (Synth) 

em água ultrapura, e o valor do pH foi ajustado com hidróxido de sódio 

ou HCl (Nuclear). 

Para a síntese das MGNnP estabilizadas em PEI (MGNnP-PEI) e 

MGNnP estabilizadas em Nafion, foram utilizados FeCl2.4H2O, 

FeCl3.6H2O, ácido clorídrico 2,0 mol L-1 e hidróxido de sódio 1,5 mol 

L-1, ambos da Sigma-Aldrich. As soluções dos agentes estabilizantes 

polietilenoimina (PEI, MM ≈ 25000 g mol-1, Sigma-Aldrich) e Nafion® 

117 (MM ≈ 544.135 g mol-1, Sigma-Aldrich) foram preparadas em água 

ultrapura, na concentração de 40% (m/v). 

A solução de Fe(CN)6
3-/4- 5 mmol L-1 foi preparada a partir da 

dissolução de hexacianoferrato (III) de potássio (K3[Fe(CN)6]) e 

hexacianoferrato (II) de potássio (K4[Fe(CN)6]) em solução aquosa de 

KCl 0,1 mol L-1, sendo estes reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich. 

As soluções dos reagentes utilizados no estudo dos possíveis 

interferentes foram preparadas nas seguintes concentrações: NaCl (0,4 

mol L-1), MC-RR (1,0 ng mL-1), MC-YR (1,0 ng mL-1) e KCl (9,4 x 10-3 

mol L-1). Os antígenos MC-RR e MC-YR foram adquiridos da Enzo 

Life Sciences. 

As soluções de MC-LR com as concentrações de 0,1; 0,5; 1,0; 

5,0; 50 e 500 ng mL-1, assim como o ab-MC-LR na concentração de 50 

µg mL-1, foram preparadas em PBS (0,01 mol L-1, pH 7,5) a partir dos 

respectivos padrões, MC-LR 100 µg mL-1 (Enzo Life Sciences) e ab-

MC-LR 2 mg mL-1 (Abcam). 

A solução de hidroquinona (Sigma-Aldrich) 0,1 mmol L-1 foi 

preparada em água ultrapura e usada como sonda redox na detecção de 

MC-LR. 
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3.2 INSTRUMENTAÇÃO 

 

As medidas de voltametria cíclica (CV) e voltametria de onda 

quadrada (SWV), foram realizadas utilizando-se um 

potenciostato/galvanostato (Autolab PGSTAT 101) e o software NOVA 

(versão 1.10) para aquisição de dados. As medidas de espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIS) foram realizadas em um 

potenciostato/galvanostato (Autolab PGSTAT 128N) com módulo de 

impedância FRA. Para todas as medidas eletroquímicas, empregou-se 

um sistema de três eletrodos: i) um GCE (diâmetro 2,0 ± 0,1 mm, 

produzido pela Metrohm Autolab) utilizado como eletrodo de trabalho; 

ii) uma placa de platina (aproximadamente 0,5 cm2) usada como contra-

eletrodo e iii) um eletrodo de referência prata/cloreto de prata 

(Ag/AgCl) com solução interna de KCl (3,0 mol L-1). 

A caracterização morfológica das nanopartículas foi feita por 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM) utilizando o equipamento 

JEOL JEM-2100, operando a 100 kV. Para isso, as amostras de 

MGNnP-PEI e MGNnP-PEI-ab-MC-LR foram depositadas numa grade 

de cobre revestida com carbono, sobre a qual foram analisadas. Estas 

microscopias foram realizadas no Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME – UFSC, 

Florianópolis, Brasil).  

 

3.3 METODOLOGIA 

 

3.3.1 Síntese das nanopartículas de magnetita (MGNnP)  

 

Baseado no procedimento experimental descrito por Kang e 

colaboradores (1996), foram preparadas duas soluções de 10 mL 

contendo 2,175 g de FeCl3.6H2O e 0,816 g de FeCl2.4H2O, 

respectivamente (Etapa 1). Posteriormente, as duas soluções foram 

transferidas para um béquer de 500 mL e o volume foi completado com 

75 mL de água deionizada (Etapa 2). Sobre essa solução, foram 

adicionados 250 µL de ácido clorídrico 2,0 mol L-1 para evitar a 

hidrólise dos sais de ferro.  

Na etapa seguinte, foram adicionados sob agitação mecânica, 

62,5 mL da solução de hidróxido de sódio 1,5 mol L-1 (Etapa 3). Após 

isso, foi formado um precipitado preto (nanopartículas de magnetita) e a 

solução contendo as MGNnPs foi mantida sob agitação mecânica por 15 

minutos (XIANG, Y.; WANG, J., 2011) (Etapa 4). Em seguida, as 

MGNnPs foram lavadas com água deionizada. Na etapa de lavagem, as 
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MGNnPs foram separadas do sobrenadante com o auxílio de um ímã de 

neodímio. Após isso, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 

água deionizada ao béquer contendo as MGNnP (Etapas 5). O processo 

de descarte do sobrenadante e adição de água deionizada, foi repetido 

por 4 vezes, a qual a última água de lavagem apresentou pH 7,0. As 

etapas de síntese e lavagem estão representas na Figura 22. 

 

Figura 22 – Etapas de síntese e lavagem das nanopartículas de magnetita 

(MGNnP). 
 

 
 
Fonte: Lisensky (2012). 

 

3.3.2 Preparo da suspensão de nanopartículas de magnetita 

estabilizadas em PEI (MGNnP-PEI) 

 

Para a estabilização das MGNnPs, uma massa de 0,700 g de 

magnetita foi pesada em um tubo falcon com capacidade de 14 mL. 

Logo após a pesagem, uma alíquota de 12 mL de água ultrapura foi 

adicionada (solução A). Para um segundo tubo falcon, foram 

transferidos 7 mL da solução A, sendo esta solução resultante contendo 

as nanopartículas de magnetita, denominada solução B. Sobre a solução 

B, foram adicionados 3 mL de PEI (1,2 g / 3 mL), tendo como resultado 

a formação de uma monocamada de PEI sobre a superfície da 

nanopartícula (MGNnP/PEI) (Figura 23). 

 

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Etapa 4 Etapa 5
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Figura 23 – Preparo da suspensão de nanopartículas de magnetita (MGNnP) 

estabilizadas em PEI. 

 
Fonte: Autoria própria (2019). 

 

3.3.3 Construção do imunossensor 

 

Inicialmente, uma suspensão aquosa de alumina (granulometria 

de 0,05 μm) foi utilizada para o polimento manual da superfície do 

eletrodo de GCE, sendo utilizado como base para fricção, o tecido de 

polimento (feltro). O polimento foi realizado fazendo-se movimentos 

em forma de “oito”, durante 1 min. As partículas residuais de alumina 

foram removidas por meio de lavagem com água ultrapura e banho de 

ultrassom com água ultrapura durante 10 min. 

Após a limpeza da superfície do GCE, foram misturados em um 

eppendorf 20,0 µL da solução de MGNnP-PEI e 20,0 µL da solução de 

ab-MC-LR (50 µg mL-1), sendo essa mistura mantida sob agitação 

mecânica por 1 min, para que houvesse a incorporação dos anticorpos 

no nanomaterial. Em seguida, 2,0 µL da mistura (MGNnP-PEI-ab-MC-

LR) foram gotejados sobre a superfície do eletrodo GCE com o auxílio 

de uma micropipeta, sendo o eletrodo posteriormente colocado em um 

dessecador sob vácuo até a evaporação do solvente (cerca de 10 min). 

Por último, sobre o eletrodo foi adicionado BSA 1% (m/v) para 

bloquear possíveis sítios ativos que possam interferir no reconhecimento 

do antígeno pelo anticorpo (Figura 24). 
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Figura 24 – Etapas envolvidas na construção do imunossensor. 

 

 
 

Fonte: Autoria própria (2019). 

 

3.3.4 Medidas eletroquímicas 
 

As medidas eletroquímicas (CV e SWV) foram realizadas à 

temperatura ambiente (≈ 25 °C) em uma célula eletroquímica contendo 

15 mL do eletrólito suporte PBS (0,01 mol L-1, pH 7,5) e hidroquinona 

(0,1 mmol L-1), como sonda redox. As medidas da SWV foram obtidas 

utilizando-se o software NOVA 1.10 na faixa de potencial de -0,4 a 0,6 

V vs. Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1), frequência 60 Hz, incremento 2 mV e 

amplitude 100 mV. Todas as medidas empregando o imunossensor 

proposto, foram realizadas em duplicatas. 

Os experimentos de EIS foram realizados utilizando Fe(CN)6
3-/4- 

(5 mmol L-1) como sonda eletroquímica em circuito aberto com 

amplitude de 10 mV e faixa de frequências de 100000 a 0,1 Hz. 

 

3.3.5 Precisão e estabilidade do método 

 

A precisão da metodologia proposta foi avaliada a partir do 
desvio padrão relativo (RSD) entre as medidas, realizadas em 

duplicatas, de testes de repetibilidade intra-day e inter-day. O estudo de 

repetibilidade intra-day foi realizado a partir do preparo de seis 

imunossensores (GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR), sob as mesmas 

condições experimentais (técnica voltamétrica SWV, tampão PBS 0,01 
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mol L-1, pH 7,5 e solução de hidroquinona 0,1 mmol L-1, como sonda 

redox). Em cada imunossensor foi feita a incubação, por 40 min, de 2 

µL de MC-LR 5,0 ng mL-1, sendo as medidas eletroquímicas realizadas 

no mesmo dia. O estudo de repetibilidade inter-day foi realizado 

também utilizando a concentração 5,0 ng mL-1 de MC-LR, sob as 

mesmas condições experimentais descritas anteriormente, porem as 

medidas eletroquímicas dos imunossensores foram realizadas em seis 

dias diferentes (n = 6). 

A estabilidade do imunossensor frente a resposta eletroquímica 

para a MC-LR, foi investigada a partir da análise de uma solução de 

MC-LR 50,0 ng mL-1. Este estudo foi realizado de acordo com as 

seguintes etapas: i) construiu-se o imunossensor (GCE/MGNnP-PEI-ab-

MC-LR); ii) foi feita a incubação, por 40 min, de 2 µL do antígeno MC-

LR (50,0 ng mL-1); iii) realizou-se a medida da resposta de corrente 

suprimida; iv) o imunossensor foi seco e armazenado na geladeira em 

temperatura de aproximadamente 4 °C e v) após sete dias, foi realizada 

novamente a incubação do imunossensor contendo MC-LR 50,0 ng mL-

1, sob as mesmas condições de trabalho, e a supressão da resposta de 

corrente foi comparada com a resposta inicial obtida antes do 

armazenamento. 

 

3.3.6 Exatidão do método e quantificação de MC-LR 

 

O ensaio de recuperação foi utilizado como forma de avaliar a 

exatidão do método proposto. Este estudo consistiu na fortificação de 

alíquotas da amostra com diferentes volumes de um padrão de MC-LR 

(500 ng mL-1), de modo que se obtivessem soluções padrão com as 

seguintes concentrações: 1) 5,0 ng mL-1; 2) 10,0 ng mL-1; 3) 15,0 ng 

mL-1 e 4) 20,0 ng mL-1 de MC-LR. No preparo destas soluções padrão, 

inicialmente foram separados quatro eppendorfs contendo, 

respectivamente, os volumes de 990, 980, 970 e 960 µL da amostra de 

água da Lagoa do Peri. Posteriormente, os volumes destes eppendorfs 

foram completados, na mesma ordem, com 10, 20, 30 e 40 µL de um 

padrão de MC-LR (500 ng mL-1), tendo como resultado soluções padrão 

com o volume final de 1,0 mL.  

Este procedimento pode ser melhor compreendido na Tabela 4, a 

qual expressa os respectivos volumes de amostra e do padrão de MC-LR 

(500 ng mL-1) adicionados no preparo das soluções padrão utilizadas 

para o ensaio de recuperação da MC-LR. 
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Tabela 4 – Respectivos volumes de amostra e do padrão de MC-LR (500 ng 

mL-1) adicionados no preparo das soluções padrão utilizadas para o ensaio de 

recuperação da MC-LR. 

Solução padrão de MC-LR 

(ng mL-1) 

Volume adicionado de 

amostra (µL) 

Volume adicionado do padrão 

(500 ng mL-1) de MC-LR (µL) 

5,0 990 10 

10,0 980 20 

15,0 970 30 

20,0 960 40 

 

Estas soluções padrão foram, posteriormente, utilizadas via 

técnica analítica SWV, para a construção da curva de calibração pelo 

método de adição de padrão. Para verificar a eficiência do método, a 

curva de calibração construída neste estudo, também foi utilizada para 

quantificação da MC-LR na amostra de água da Lagoa do Peri. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 PRINCÍPIO DE FUNCIONAMENTO DO IMUNOSSENSOR 

 

O imunossensor eletroquímico utilizado neste trabalho está 

incluído na classe de imunossensores amperométricos, os quais se 

baseiam na geração de corrente como resposta do comportamento redox 

do analito alvo na superfície do eletrodo de trabalho. Devido ao 

comportamento redox inativo do analito (MC-LR), foi utilizada a 

molécula de hidroquinona como sonda redox, por ser 

eletroquimicamente ativa quando o potencial é aplicado (SILVA, 2017). 

A Figura 25 demonstra a reação redox que ocorre na superfície 

do eletrodo GCE após a aplicação de potencial na faixa de -0,4 a 0,6 V 

vs. Ag/AgCl.  

 
Figura 25 – Representação esquemática do funcionamento do imunossensor 

eletroquímico baseado na oxidação da sonda redox, hidroquinona (0,1 mmol L-

1) em solução tampão PBS (0,01 mol L-1; pH 7,5) por SWV: (a) resposta de 

corrente referente à modificação da superfície de GCE pela mistura MGNnP-

PEI-ab-MC-LR-BSA; (b) medida de corrente na presença do antígeno (MC-

LR). 
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Nesse sistema, quando o potencial é aplicado no sentido anódico, 

a hidroquinona (Figura 25-1) sofre oxidação, sendo posteriormente 

convertida na sua forma oxidada p-benzoquinona (Figura 25-2). Os 

elétrons envolvidos neste processo são transferidos da solução para a 

superfície do GCE sendo, portanto, gerado um sinal de corrente 

referente ao eletrodo GCE não modificado. Após a modificação do GCE 

com o filme polimérico MGNnP-PEI contendo anticorpos ab-MC-LR, 

realiza-se por SWV, medida de corrente do imunossensor em solução 

PBS, onde o sinal de corrente gerado por esta modificação é 

denominado pico base (Figura 25-a).  

Após a medida do pico base, uma amostra contendo MC-LR é 

adicionada e espera-se a incubação do antígeno por um período de 40 

min. À medida que as moléculas de MC-LR ligam-se especificamente à 

superfície do imunossensor, ocorre a formação do imunocomplexo e, 

consequentemente, um bloqueio parcial da superfície eletroativa é 

formado. Ao se bloquear a superfície do imunossensor, o transporte de 

elétrons na interface eletrodo/solução é dificultado, tendo como 

resultado o decaimento da corrente em relação ao pico base (Figura 25-

b) sendo, este sinal de corrente, proporcional à concentração de MC-LR 

presente na solução analisada. 

 

4.2 ESCOLHA DA TÉCNICA VOLTAMÉTRICA 

 

Devido ao fato das técnicas de pulso apresentarem respostas mais 

sensíveis que as demais técnicas voltamétricas, foi escolhida para a 

quantificação do analito a técnica pulsada que fornecesse a melhor 

resposta de corrente para o imunossensor. Dessa forma, as técnicas 

SWV e DPV foram aplicadas ao eletrodo modificado com MGNnP, 

tendo como resultado uma melhor resposta de corrente para a técnica 

SWV.  

A Figura 26 apresenta os voltamogramas obtidos neste estudo, 

onde observa-se um sinal de corrente resultante (∆i) aproximadamente 3 

vezes maior para a SWV, sendo esta, a técnica escolhida para realizar as 

medidas eletroquímicas das demais etapas deste trabalho. 
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Figura 26 – Voltamogramas obtidos para as técnicas eletroanalíticas: (a) SWV e 

(b) DPV, utilizando-se o eletrodo GCE modificado com MGNnP em eletrólito 

suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda redox hidroquinona (0,1 mmol L-1).  

 

 
 

4.3 ESTUDO DE ESTABILIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

 

O emprego de nanopartículas metálicas na construção do 

imunossensor proposto teve como objetivo facilitar a transferência de 

elétrons que ocorre na interface eletrodo/solução, para que dessa forma, 

fosse obtida uma maior resposta eletroquímica. Com isso, buscou-se 

modificar a superfície do eletrodo GCE de modo que fossem criados 

grupos funcionais que favorecessem tanto a imobilização, como a 

reatividade e seletividade do par anticorpo/antígeno. 

Para o desenvolvimento desse trabalho, foram selecionadas 

nanopartículas de magnetita (MGNnP) como modificador da superfície 

do GCE. Esse nanomaterial apresenta grupos funcionais (-OH) capazes 

de reagir com diferentes estabilizantes e, além disso, apresentam ácidos 

de Lewis (Fe2+ e Fe3+) em sua estrutura, os quais facilitam o processo de 

transferência de elétrons que ocorre na interface eletrodo/solução 

(CHANTAROJSIRI; ZILLER; YANG, 2018).  

O uso de estabilizantes para as MGNnPs, torna-se necessário pelo 

fato destes contribuírem para uma maior adesão das nanopartículas na 
superfície do eletrodo, bem como, por proporcionarem a formação de 

sistemas coloidais mais estáveis. Além disso, os efeitos indutivos e 

eletrostáticos do estabilizante também influenciam na cinética envolvida 

na transferência de carga que ocorre na superfície do eletrodo 

(CHANTAROJSIRI; ZILLER; YANG, 2018).  
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Para a escolha do estabilizante a ser utilizado para funcionalizar 

as nanopartículas de MGNnPs, foi realizado um estudo preliminar com a 

quitosana, ácido láurico, ácido oleico, Nafion e polietilenoimina (PEI), o 

qual teve como objetivo avaliar a resposta de corrente do imunossensor 

contendo os diferentes estabilizantes. Este estudo mostrou que a 

quitosana, o ácido láurico e o ácido oleico, apresentaram efeito isolante 

já que, no processo de funcionalização das MGNnPs, houve a formação 

de uma espessa camada destes estabilizantes sobre as nanopartículas, 

fazendo com que estas se agregassem e bloqueassem a superfície do 

eletrodo de carbono vítreo. Dessa forma, os estabilizantes escolhidos 

neste trabalho para a funcionalização das MGNnPs foram os polímeros 

Nafion e polietilenoimina (PEI). 

A Figura 27 mostra os voltamogramas de SWV obtidos 

utilizando-se o eletrodo de carbono vítreo modificado com os filmes 

MGNnP-Nafion (Figura 27-a) e MGNnP-PEI (Figura 27-b). Como pode 

ser observado, a maior resposta de corrente resultante (∆i) foi obtida 

para o filme MGNnP-PEI, sendo este sinal aproximadamente 2,5 vezes 

maior que o MGNnP-Nafion. Foi observado também, um deslocamento 

do potencial de pico (Ep) para o filme MGNnP-PEI, o qual apresentou 

potenciais de pico mais negativos que os apresentados pelo filme 

MGNnP-Nafion. 

 
Figura 27 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando-se o eletrodo 

de carbono vítreo modificado com: (a) CGE/MGNnP-Nafion e (b) 

CGE/MGNnP-PEI, em eletrólito suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda 

redox hidroquinona (0,1 mmol L-1). 
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Como o processo de transferência de carga ocorre na interface 

eletrodo/solução, a maior presença de grupos retiradores de elétrons (– 

SO3) presentes no filme MGNnP-Nafion, aumentou a resistência à 

transferência de carga na superfície do GCE, tendo como consequências 

uma menor resposta de corrente e um deslocamento do Ep para valores 

mais positivos. Em contrapartida, a condutividade eletrônica atribuída 

aos grupos amino presentes na PEI, facilitou o transporte de elétrons 

provenientes da oxidação da hidroquinona, fazendo com que houvesse 

um favorecimento cinético e um deslocamento do Ep para valores mais 

negativos. 

A partir disso, foi escolhido o filme MGNnP-PEI para ser 

utilizado na construção do imunossensor como plataforma imobilizadora 

das biomoléculas anticorpo/antígeno. A escolha da PEI como polímero 

estabilizante foi feita não apenas pelo seu maior valor relativo de 

corrente, mas também porque o filme MGNnP-Nafion apresentou uma 

maior agregação das nanopartículas. Esta agregação foi observada após 

o processo de secagem do filme no dessecador, a qual foi possível 

constatar a presença de pequenos precipitados sobre a superfície do 

eletrodo de carbono vítreo. A presença destes aglomerados, levou a 

interferências nas medidas de corrente e, consequentemente, observou-

se uma menor repetibilidade das análises para o imunossensor contendo 

o filme MGNnP-Nafion. 

 

4.4 OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS DA TÉCNICA 

VOLTAMÉTRICA 

 

Após a estabilização das nanopartículas de MGNnP com o 

polímero PEI, foram otimizados os parâmetros (frequência, incremento 

e amplitude) da técnica eletroanalítica SWV, onde foi feita a avaliação 

de cada parâmetro separadamente, sendo avaliado primeiramente a 

frequência, em seguida o incremento e por último a amplitude. A 

medida em que o estudo de um parâmetro foi feito, os outros parâmetros 

foram fixados em um valor médio da faixa escolhida. Este procedimento 

foi realizado utilizando-se o software NOVA 1.10 na faixa fixa de 

potencial de -0,4 a 0,6 V vs. Ag/AgCl, tampão PBS (0,01 mol L-1; pH 

7,5) como eletrólito suporte e hidroquinona (0,1 mmol L-1) como sonda 

redox. Todas as medidas foram realizadas em duplicata. 

O objetivo da otimização dos parâmetros foi avaliar o melhor 

desempenho do imunossensor, ou seja, a maior resposta de corrente 

obtida para cada parâmetro. Para isso, avaliaram-se os sinais das 

correntes resultantes ∆i, onde ∆i representa a diferença entre as 
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correntes diretas e inversas (∆i = id - ii) apresentadas pela técnica SWV. 

O estudo do efeito dos parâmetros de SWV sobre a reposta analítica foi 

feito para as faixas de 20-100 Hz (frequência), 2-7 mV (incremento) e 

20-100 mV (amplitude), como representado nas Figuras 28, 29 e 30, 

respectivamente.  

 
Figura 28 – Voltamogramas obtidos a partir da técnica SWV, os quais representam 

os sinais de corrente resultante (∆i) referentes ao estudo da frequência na faixa de 20 

a 100 Hz, em eletrólito suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda redox 

hidroquinona (0,1 mmol L-1). 

 
Figura 29 – Voltamogramas obtidos a partir da técnica SWV, os quais representam 

os sinais de corrente resultante (∆i) referentes ao estudo do incremento de potencial 

na faixa de 2 a 7 mV, em eletrólito suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda 

redox hidroquinona (0,1 mmol L-1). 
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Figura 30 – Voltamogramas obtidos a partir da técnica SWV, os quais representam 

os sinais de corrente resultante (∆i) referentes ao estudo da amplitude na faixa de 20 

a 100 mV, em eletrólito suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda redox 

hidroquinona (0,1 mmol L-1). 

 
 

A partir dos dados experimentais obtidos, pode-se observar que a 

maior resposta de corrente, para o eletrodo de carbono vítreo modificado 

com o filme MGNnP-PEI, foi obtida empregando-se os parâmetros: 60 

Hz (frequência); 2 mV (incremento) e 100 mV (amplitude). Portanto, 

esses valores foram os selecionados e usados para a realização das 

medidas eletroquímicas referentes ao desenvolvimento do imunossensor 

proposto. 

 

4.5 ESTUDO DA PROPORÇÃO NANOPARTÍCULA/ÁGUA 

 

Este estudo teve como objetivo escolher a proporção de 

nanopartícula/água que obtivesse maior resposta relativa (%) de corrente 

para o imunossensor proposto. Para isso, foram preparadas diferentes 

soluções, nas quais utilizou-se o volume de 500 µL da suspensão 

MGNnP-PEI e variou-se o volume de água adicionado. As proporções 

preparadas foram: I) 1:1 (500 µL MGNnP-PEI + 500 µL água); II) 1:2 

(500 µL MGNnP-PEI + 1000 µL água) e III) 1:3 (500 µL MGNnP-PEI 

+ 1500 µL água).  

A partir de voltamogramas de onda quadrada obtidos para as 
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diferentes soluções (1:1, 1:2 e 1:3) de MGNnP-PEI/água, construiu-se o 

gráfico apresentado na Figura 31, sendo a resposta relativa de corrente 

(%) calculada conforme a Equação 2 abaixo. 

 

 

(2) 

 

Onde ∆i representa a resposta de corrente resultante obtida para cada 

solução de MGNnP-PEI/água e ∆imáx representa o maior valor de 

corrente obtido para as diferentes proporções. 

 
Figura 31 – Estudo da resposta relativa de corrente em função das proporções 

(1:1, 1:2 e 1:3) de MGNnP-PEI/água utilizadas na construção do imunossensor 

proposto, sendo este estudo, obtido a partir da técnica SWV, em eletrólito 

suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda redox hidroquinona (0,1 mmol L-1). 

 

 
 

A Figura 31 mostra que os valores de corrente para as proporções 

1:1 e 1:3, foram consideravelmente próximos, sendo escolhida para a 

construção do imunossensor, a solução 1:3. Isso se deve ao fato de ser 

possível realizar um maior número de análises, já que o volume final da 

solução utilizando a proporção 1:3 (2000 µL) foi maior que o volume 

final utilizando a 1:1 (1000 µL). 
 

4.6 ESTUDO DA PROPORÇÃO MGNnP-PEI/ANTICORPO 

 

Este estudo teve como objetivo escolher a proporção de 

nanopartícula/anticorpo que obtivesse maior resposta relativa de 

corrente para o imunossensor proposto. Para isso, foram preparadas 
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quatro diferentes proporções, onde se manteve constante o volume de 20 

µL de dispersão de nanopartículas MGNnP-PEI e variou-se o volume da 

solução de anticorpo ab-MC-LR (50 µg mL-1). As proporções escolhidas 

para a realização deste estudo foram: I) 2:1 (20 µL MGNnP-PEI + 10 

µL ab-MC-LR); II) 1:1 (20 µL MGNnP-PEI + 20 µL ab-MC-LR); III) 

1:2 (20 µL MGNnP-PEI + 40 µL ab-MC-LR) e IV) 1:3 (20 µL 

MGNnP-PEI + 60 µL ab-MC-LR).  

A partir dos dados experimentais, foi possível calcular o valor da 

reposta relativa de corrente [(∆i/∆imáx)x100] para as diferentes 

proporções de nanopartícula/anticorpo. Conforme observado no gráfico 

da Figura 32, o valor máximo de corrente ∆i foi encontrado para a 

solução 1:1 sendo, portanto, esta a solução escolhida para utilizar na 

construção do imunossensor. 

 
Figura 32 – Estudo da resposta relativa de corrente em função das proporções 

(2:1, 1:1, 1:2 e 1:3) de MGNnP-PEI/ab-MC-LR utilizadas na construção do 

imunossensor proposto, sendo este estudo, obtido a partir da técnica SWV, em 

eletrólito suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda redox hidroquinona (0,1 

mmol L-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.7 ESTUDO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO DO ANTÍGENO 

 

O tempo de incubação do antígeno é um parâmetro utilizado para 

avaliar o tempo necessário para o diagnóstico do imunossensor. No 

presente trabalho, este estudo foi avaliado com o objetivo de escolher o 

tempo de incubação onde fosse encontrada a maior supressão de 

resposta para o imunossensor, indicando dessa forma, uma maior 

interação do par antígeno-anticorpo. Para isso, foram avaliados os 
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valores de corrente resultante ∆i para os tempos de incubação de 10, 20, 

30 e 40 min, utilizando uma solução padrão de MC-LR (1,0 ng mL-1) 

(Figura 33). 

A partir da Figura 33, pode-se observar que houve uma 

considerável diferença entre os valores de supressão para os tempos 

avaliados, indicando que o tempo de incubação do antígeno afeta 

consideravelmente a formação do imunocomplexo sobre a superfície do 

imunossensor.  

O maior valor de supressão de corrente está relacionado ao maior 

bloqueio parcial da superfície do eletrodo de carbono vítreo. Quanto 

maior a interação efetiva entre o antígeno (MC-LR) e o anticorpo (ab-

MC-LR), maior também será este bloqueio. Por isso, devido a maior 

supressão de resposta ter sido para o tempo de 40 min, este foi o tempo 

escolhido como sendo ideal para realizar as demais etapas deste 

trabalho. 

 
Figura 33 – Resposta relativa dos valores de supressão obtidas para o imunossensor 

nos tempos de incubação de 10, 20, 30 e 40 min, sendo este estudo realizado por 

SWV, utilizando-se uma solução padrão 1,0 ng mL-1 do antígeno MC-LR, em 

eletrólito suporte PBS (0,01 mol L−1, pH 7,5) e sonda redox hidroquinona (0,1 

mmol L-1). 

 

 
 

De maneira geral, os trabalhos atualmente publicados sobre 

imunossensores eletroquímicos para a detecção de MC-LR, apresentam 

tempos de incubação variando de 10 a 240 min (ZANATO et al., 2017; 

ZHANG et al., 2013; LIN et. al., 2013; ZHAO et al., 2015; ZHANG J. 

et al., 2016; TALAMINI et al., 2018; DU et al., 2014). Com relação aos 
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valores reportados pela literatura, o imunossensor proposto apresentou 

um tempo de incubação intermediário. 

 

4.8 ESTUDO DA CONTRIBUIÇÃO DO MODIFICADOR 

 

Neste estudo, foi utilizado como modificador as nanopartículas 

de magnetita estabilizadas em PEI, na qual foi avaliada a alteração no 

sinal de corrente com relação ao valor obtido para o GCE não 

modificado. Para isso, mediu-se o valor de corrente ∆i para as diferentes 

etapas de construção do imunossensor: (a) GCE não modificado; (b) 

GCE/MGNnP-PEI; (c) GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR e (d) 

GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR-(MC-LR). As medidas eletroquímicas 

foram realizadas por SWV, em duplicatas, na faixa de potencial -0,4 a 

0,6 V vs. Ag/AgCl e utilizando hidroquinona 0,1 mmol L-1 em tampão 

PBS (0,01 mol L-1; pH 7,5). A Figura 34 mostra os voltamogramas de 

onda quadrada obtidos para as diferentes etapas de construção do 

imunossensor.  
 

Figura 34 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos para as diversas etapas 

na construção do imunossensor: (a) GCE não modificado; (b) GCE/MGNnP-

PEI; (c) GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR e (d) GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR-

(MC-LR), utilizando como sonda redox hidroquinona 0,1 mmol L-1 em tampão 

PBS (0,01 mol L-1; pH 7,5). 

 

 
 

Em todos os casos, pode-se observar que a presença do 

modificador contribuiu para a cinética da reação redox da hidroquinona, 
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possibilitando uma corrente resultante 3 vezes maior que a resposta do 

GCE não modificado. Este fato pode estar associado à presença dos 

ácidos de Lewis (Fe2+/Fe3+) contidos nas nanopartículas MGNnP, as 

quais facilitam a transferência de elétrons que ocorre na interface 

eletrodo solução. Observa-se também que após a introdução do antígeno 

MC-LR, o imunossensor apresentou resposta de corrente semelhante ao 

eletrodo de carbono vítreo (Figura 34-d). Foi comprovado, por medidas 

sucessivas de corrente, que esse comportamento não está relacionado 

com a dessorção do filme para a solução. Esse procedimento foi feito 

após sucessivas imersões do imunossensor na solução de PBS, sendo 

posteriormente medida a corrente após cada imersão, onde se observou 

que o valor de corrente se manteve praticamente constante, indicando 

que o filme MGNnP-PEI-ab-MC-LR-(MC-LR) permaneceu sobre a 

superfície do eletrodo de carbono vítreo. Esse fato também foi 

comprovado visualmente.  

Com isso, este estudo mostrou que por apresentar uma estrutura 

tridimensional, hidrofílica e altamente ramificada, a utilização do 

polímero PEI como modificador possibilitou o aumento da área 

eletroativa, além de também, melhorar a condutividade do eletrodo. A 

presença da PEI também pôde facilitar a imobilização dos anticorpos ab-

MC-LR e do antígeno MC-LR. 

 

4.9 ESTUDO DO pH DO ELETRÓLITO SUPORTE 

 

Devido ao fato do pH do eletrólito suporte influenciar 

diretamente no comportamento eletroquímico das espécies envolvidas 

na reação redox, foi realizado um estudo do eletrólito suporte e do seu 

respectivo pH, tendo como objetivo a otimização do desempenho 

analítico do imunossensor, de modo a obter uma maior resposta de 

corrente empregando-se a sonda redox hidroquinona. Este estudo foi 

realizado nos eletrólitos suporte fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e PBS 0,01 

mol L-1 (pH 7,0 e 7,5), sendo as medidas eletroquímicas realizadas por 

SWV, sonda redox hidroquinona 0,1 mmol L-1 e eletrodos de carbono 

vítreo modificados, separadamente, pelos filmes poliméricos MGNnP-

Nafion e MGNnP-PEI.  

No gráfico apresentado na Figura 35, pode-se observar (a 

esquerda) os valores de corrente obtidos para o eletrodo de carbono 

vítreo contendo o filme MGNnP-Nafion no eletrólito suporte fosfato 

(pH 7,0) e no eletrólito suporte PBS (pH 7,0 e 7,5). A partir deste 

gráfico, observa-se que o maior valor de corrente, para o filme MGNnP-

Nafion, foi obtido em PBS 0,01 mol L-1 (pH 7,5). Este estudo também 
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mostrou que o maior valor de corrente, para o eletrodo de carbono vítreo 

modificado pelo filme MGNnP-PEI, também foi obtido em PBS 0,01 

mol L-1 (pH 7,5). Com isso, foi possível concluir que o pH do eletrólito 

suporte apresentou forte influência sobre o processo redox ocorrido na 

interface eletrodo/solução quando se utilizou o filme MGNnP-Nafion e 

quando comparado com o filme MGNnP-PEI, o filme MGNnP-Nafion 

apresentou menor resposta de corrente em todos os valores de pH 

testados.  

 
Figura 35 – Estudo da corrente resultante ∆i obtida para os eletrólitos suporte 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e PBS 0,01 mol L-1 (pH 7,0 e 7,5), sendo as 

medidas eletroquímicas realizadas por SWV, sonda redox hidroquinona 0,1 

mmol L-1 e eletrodos de carbono vítreo modificados, separadamente, pelos 

filmes poliméricos MGNnP-Nafion (à esquerda) e MGNnP-PEI (à direita). 

 
 

Após a escolha do PBS 0,01 mol L-1 como eletrólito suporte, foi 

realizado outro estudo de pH, agora variando-se o pH do PBS 0,01 mol 

L-1 na faixa de 7,0-8,0. Esta faixa de potencial foi escolhida pelo fato de 

que, em pH 10, a PEI é praticamente neutra e, por isso, há uma menor 

troca de prótons entre os grupos amino e a solução do eletrólito suporte. 

Essa menor troca de prótons possivelmente pode influenciar na 

condutividade da PEI, tendo como consequência uma menor reposta de 

corrente. Devido também ao fato dos anticorpos possuírem natureza 
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proteica, procurou-se não se utilizar valores de pH maiores que 10 ou 

menores que 6 para que não ocorresse a desnaturação proteica dos 

anticorpos.  

A partir dos dados experimentais obtidos (Figura 36), nota-se que 

a maior corrente de pico resultante, para a hidroquinona, foi obtida para 

o pH 7,5, sendo este o valor de pH escolhido para todas as demais 

etapas deste trabalho. 

 
Figura 36 – Estudo da resposta relativa de corrente obtida para o eletrólito 

suporte PBS 0,01 mol L-1 (pH 7,0, 7,5 e 8,0), sendo as medidas eletroquímicas 

realizadas por SWV, sonda redox hidroquinona 0,1 mmol L-1 e eletrodo de 

carbono vítreo modificado pelo filme polimérico MGNnP-PEI. 

 

 
4.10 COMPORTAMENTO ELETROQUÍMICO 

 

O comportamento eletroquímico referente à modificação da 

superfície do eletrodo foi avaliado por voltametria cíclica (CV) e 

espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS). Estes estudos 

permitiram avaliar, separadamente, a contribuição do modificador nas 

diferentes etapas de construção do imunossensor.  

Para a realização das medidas de impedância eletroquímica, 

foram testados diferentes eletrólitos suportes e diferentes sondas redox 

para que fosse escolhido o sistema onde se obtivesse uma maior resposta 

de corrente para o imunossensor desenvolvido. Os eletrólitos suporte 
utilizados neste estudo foram: KCl 0,1 mol L-1, KCl 0,01 mol L-1 e PBS 

0,01 mol L-1 (pH 7,5). Como sonda redox, foram testadas hidroquinona 

(0,1 mmol L-1) e o par redox [Fe(CN)6]3-/4- na concentração 5,0 mmol L-

1. Para o eletrólito suporte KCl 0,01 mol L-1, não houve a formação do 

semicírculo resistivo no gráfico de Nyquist e para o eletrólito PBS 
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contendo sonda redox hidroquinona, houve a formação do semicírculo, 

porém os semicírculos apresentaram consideráveis deslocamentos na 

resistência ôhmica. Portanto, a solução utilizada para as análises de CV 

e EIS, foi a solução 5,0 mmol L-1 do par redox [Fe(CN)6]3-/4- preparado 

em KCl 0,1 mol L-1. 

A Figura 37 mostra os voltamogramas cíclicos obtidos para o 

sistema [Fe(CN)6]3-/4- nas seguintes etapas de construção do 

imunossensor: (a) GCE não modificado; (b) GCE/MGNnP-PEI;  (c) 

GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR e (d) GCE/PEI. A partir dos 

voltamogramas cíclicos, pôde-se observar que em todos os casos a 

presença do filme MGNnP-PEI contribuiu para um aumento na corrente 

de pico em relação ao eletrodo não modificado, indicando dessa forma, 

um favorecimento cinético da reação de oxirredução na superfície do 

eletrodo. 

 
Figura 37 – Voltamogramas cíclicos obtidos para as diversas etapas na 

construção do imunossensor: (a) GCE não modificado; (b) GCE/MGNnP-PEI; 

(c) GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR e (d) GCE/PEI em solução de KCl (0,1 mol 

L-1) contendo [Fe(CN)6]
3-/4- (5 mmol L-1). 

 

 
 

A partir dos valores do potencial de pico anódico Epa (0,267 V) e 
potencial de pico catódico Epc (0,184 V) para o GCE/PEI, foi possível 

observar que a reversibilidade da reação também foi melhorada, tendo 

como consequência um menor ∆Ep (0,083 V) em relação ao eletrodo não 

modificado GCE (0,150 V). Outro parâmetro que também vale ressaltar 

é a razão entre as correntes de pico ipa (42,7 µA)/ipc (42,2 µA), que para 
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o imunossensor foi de aproximadamente 1,0, indicando que a 

quantidade de espécies que se reduziram foi praticamente a mesma das 

que se oxidaram. 

A EIS foi a técnica utilizada para investigar as alterações de 

impedância causadas pela presença do modificador. Esta técnica serviu 

para avaliar as propriedades eletroquímicas do imunossensor, 

principalmente no que diz respeito a resistência à transferência de carga 

ocorrida na interface eletrodo/solução. 

A Figura 38 mostra o diagrama de Nyquist obtido para os 

seguintes sistemas: (a) GCE/MGNnP-PEI-ab-MC-LR; (b) 

GCE/MGNnP-PEI; (c) GCE não modificado e (d) GCE/PEI.  
 

Figura 38 – Diagrama de Nyquist obtido para os seguintes sistemas: (a) 

GCE/MGNnP-PEI-anti-MC-LR; (b) GCE/MGNnP-PEI; (c) GCE não 

modificado e (d) GCE/PEI. A amplitude aplicada foi a de 10 mV, na faixa de 

frequência de 100000 a 0,1 Hz, em solução de KCl (0,1 mol L-1) contendo o par 

redox [Fe(CN)6]
3-/4- (5 mmol L-1). 

 

 
 

A partir deste diagrama, foi possível avaliar a contribuição do 

modificador para o processo de transferência de carga ocorrida na 

superfície do eletrodo, onde o diâmetro do semicírculo representa a Rct e 

a parte linear corresponde aos processos de difusão. Quanto menor for o 

diâmetro do semicírculo, menor será a resistência à transferência de 

carga e, consequentemente, melhor será o controle cinético na superfície 

do eletrodo. Com isso, os valores de Rct obtidos, indicam que a presença 

do modificador PEI contribuiu consideravelmente para uma diminuição 
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na Rct (13,3 Ω) em relação ao eletrodo não modificado GCE (Rct 108,3 

Ω). Isto pode ser explicado pela elevada condutividade do polímero PEI, 

a qual contribui cineticamente para o processo de transferência de 

elétrons. 

Foi possível observar também que, a medida em que se 

incorporou as MGNnPs (Rct 45,2 Ω) e o ab-MC-LR Rct (44,0 Ω) ao 

GCE/PEI, houve um aumento da Rct na superfície do imunossensor. 

Este aumento já era esperado, pois as MGNnP e o ab-MC-LR 

bloqueiam parcialmente a superfície do eletrodo, tendo como 

consequência, um amento na resistência de transferência de carga. 

 

4.11 CARACTERIZAÇÃO DOS SISTEMAS MGNnP-PEI e 

MGNnP-PEI-ab-MC-LR  

 

Os aspectos morfológicos das amostras foram analisados por 

meio de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) realizada no 

Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME-UFSC). As 

amostras analisadas foram constituídas pelos seguintes sistemas: (a) 

MGNnP-PEI e (b) MGNnP-PEI-anti-MC-LR (Figura 39). Devido ao 

fato do anticorpo ser armazenado à baixas temperaturas, a mistura 

MGNnP-PEI-ab-MC-LR foi preparada um dia antes das análises, pois 

do contrário as propriedades do anticorpo poderiam ser afetadas, bem 

como sua interação com o filme MGNnP-PEI. 

 
Figura 39 – Micrografias obtidas em um microscópio de transmissão eletrônica 

(TEM 100 keV) para os sistemas: (a) MGNnP-PEI e (b) MGNnP-PEI-ab-MC-

LR.  

 

 
 

A partir da micrografia referente à amostra (a), pode-se observar 

a formação de aglomerados esféricos de MGNnP e aglomerados 

irregulares do sistema MGNnP-PEI. Neste caso, a aglomeração das 

MGNnP pode ter ocorrido antes da funcionalização com o polímero 
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PEI. Isso demonstra a tendência que as MGNnPs possuem de se 

aglomerarem como forma de diminuir suas altas energias superficiais. 

A formação de agregados também está possivelmente relacionada 

com o fato do polieletrólito se encontrar com uma densidade de carga 

menor em pH fisiológico (≈ 20 % dos grupos amino protonados), onde a 

repulsão eletrostática não se sobrepõe às atrações hidrofóbicas e o 

polieletrólito adquire uma conformação compactada.  

Na micrografia referente à amostra (b), pode-se observar a 

incorporação do anticorpo ao filme MGNnP-PEI. Essa incorporação, 

possivelmente está relacionada à porção C-terminal (-COO-) presente na 

estrutura proteica dos anticorpos, a qual é carregada negativamente e, 

provavelmente, pode ter interagido de modo eletrostático com os 

grupamentos amino presentes no polímero PEI, sendo dessa forma, 

possível a ancoragem das biomoléculas na superfície do imunossensor. 

 

4.12 ESTUDO DA SELETIVIDADE DO MÉTODO 

 

Com o objetivo de avaliar a seletividade do método, foram 

testados alguns interferentes que geralmente são encontradas em locais 

onde existe a presença de MC-LR (Ex. águas de lagoas, mar, lagunas e 

torneira). Os possíveis interferentes avaliados foram: NaCl (0,4 mol L-

1), MC-RR (1,0 ng mL-1), MC-YR (1,0 ng mL-1) e KCl (9,4 x 10-3 mol 

L-1). Além disso, o imunossensor também foi testado com amostras de 

água da Lagoa da Conceição (pH 7,4) e da torneira (pH 6,1). 

A capacidade destes interferentes de ligarem-se à superfície do 

eletrodo foi avaliada a partir da porcentagem de supressão de cada 

substância em relação ao pico base (incubação apenas em PBS). A partir 

dos valores de supressão para cada interferente, foi construído o gráfico 

da Figura 40, o qual representa a resposta do imunossensor quando não 

há nenhuma interferência (pico base) e a resposta do imunossensor na 

presença dos potenciais interferentes. Neste estudo, o pico base foi 

medido para cada interferente avaliado e a porcentagem de corrente 

suprimida foi calculada de acordo com a Equação 3 abaixo: 

 

     

(3) 

 

 

Onde: 

irel (%)  = Porcentagem de corrente suprimida 

ipico base = Corrente resultante referente ao pico base 
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isuprimida = Corrente resultante referente a supressão   

 

A resposta relativa (%) de corrente foi calculada conforme a 

Equação 2 apresentada na seção 4.5 [(∆i/∆imáx)x100], onde ∆i representa 

o valor da supressão de corrente para cada interferente avaliado e ∆imáx 

representa o valor máximo de supressão obtido entre os interferentes.  

 
Figura 40 – Estudo de compostos potencialmente interferentes na reposta do 

imunossensor, sendo as medidas eletroquímicas realizadas por SWV, sonda 

redox hidroquinona 0,1 mmol L-1 e eletrodo de carbono vítreo modificado pelo 

filme polimérico MGNnP-PEI. 

 

 
 

A partir dos dados obtidos (Figura 40), foi possível observar um 

baixo nível de interferência para a maior parte dos interferentes testados, 

os quais se destacaram como maiores interferentes a MC-YR (22%) e o 

KCl (21%). A incorporação do antígeno MC-YR ao imunossensor 

desenvolvido, possivelmente pode ter ocorrido pelo reconhecimento 

deste antígeno pelos anticorpos ab-MC-LR ou por interações 

eletrostáticas entre a cadeia polimérica da PEI (carregada positivamente) 

e a cadeia proteica dos anticorpos (carregada negativamente). 

Neste estudo, também se observou que houve uma considerável 

interferência na reposta do imunossensor para as amostras de águas da 

Lagoa da Conceição (13 %) e da torneira (19 %). A provável presença 
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de partículas em suspensão e coliformes totais nas amostras de água da 

Lagoa da Conceição (ACQUALIS, 2015), podem ter influenciado na 

resposta do imunossensor. Esses fatores possivelmente também 

contribuíram para uma diminuição na repetibilidade e na estabilidade do 

imunossensor, já que este apresentou uma grande instabilidade para a 

amostra de água da Lagoa da Conceição. 

Com base nisso, este estudo tornou-se importante para avaliar a 

possibilidade de determinar MC-LR em amostras de água do mar, 

lagoas, lagunas e água da torneira, demostrando que o imunossensor 

proposto neste trabalho, possui melhor desempenho analítico em águas 

com baixas concentrações de partículas em suspensão e de coliformes 

totais. 

 

4.13 ESTUDO DA PRECISÃO E ESTABILIDADE DO MÉTODO 

 

A precisão da metodologia foi avaliada a partir do desvio padrão 

relativo (RSD) entre as medidas, realizadas em duplicatas, de testes de 

repetibilidade intra-day (medidas sucessivas realizadas no mesmo dia) e 

inter-day (medidas realizadas em diferentes dias), utilizando as mesmas 

condições experimentais. Os estudos intra-day foram realizados a partir 

de seis medidas consecutivas (n = 6) utilizando-se uma solução de MC-

LR na concentração de 5,0 ng mL-1. O RSD obtido neste teste foi de 

1,09%. Os estudos inter-day foram realizados também utilizando a 

concentração 5,0 ng mL-1 de MC-LR, em seis dias diferentes. Neste 

caso, o RSD obtido foi de 2,44%. Com isso, pode-se concluir que os 

valores de RSD determinados nestes estudos, demonstraram uma boa 

precisão para o método proposto. 

Além disso, também foi investigada a repetibilidade entre 

eletrodos. Neste teste, foram comparadas as respostas de três 

imunossensores preparados de forma independente, utilizando o mesmo 

procedimento e realizando as medidas em duplicatas. Este estudo teve 

como objetivo, avaliar o processo de construção do imunossensor sendo, 

para isso, utilizada uma solução de MC-LR na concentração de 5,0 ng 

mL-1. O RSD encontrado para esse estudo foi de 2,21%. Normalmente, 

métodos que quantificam compostos em macro quantidades requerem 

um RSD de 1 a 2%. Já métodos de análise de traços ou impurezas na 

ordem de 10-9 (ppb), são aceitos RSD de até 20%, dependendo da 

complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2016). Com 

isso, o método foi considerado preciso e dentro da faixa aceitável para a 

validação de métodos analíticos. 



97 

 

A estabilidade do imunossensor frente a resposta eletroquímica 

para a MC-LR, foi investigada a partir da análise de uma solução de 

MC-LR 50,0 ng mL-1. Neste estudo, foi realizada a medida da resposta 

de supressão de corrente para a incubação de 2 µL de MC-LR 50,0 ng 

mL-1, sendo, posteriormente, o imunossensor seco e armazenado na 

geladeira em uma temperatura de aproximadamente 4 °C. Após o 

período de armazenamento (7 dias), o nível de inibição obtido (28,7%) 

foi de aproximadamente 51% da inibição obtida inicialmente para a 

mesma concentração (56,5%), indicando que o imunossensor proposto 

possui uma estabilidade mediana frente a resposta eletroquímica para a 

MC-LR. Esse fenômeno pode ser explicado pelo fato do filme 

polimérico de MGNnP-PEI está apenas adsorvido na superfície do 

eletrodo GCE. Como a adsorção é um processo de equilíbrio, é de se 

esperar que ocorra dessorção do modificador na solução (PBS), 

diminuindo dessa forma, o tempo de vida útil do eletrodo modificado.   

 

4.14 CURVA DE CALIBRAÇÃO, INTERVALO DE TRABALHO, 

LIMITES DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO 

 

Para este estudo, foi construída uma curva de calibração externa 

com o objetivo de obter uma relação linear entre a porcentagem de 

corrente suprimida (irel %) e a concentração de MC-LR em solução. Para 

isso, a faixa linear de trabalho utilizada foi escolhida baseada no 

trabalho de Talamini et al. (2018), a qual utilizou-se como soluções 

padrão, as seguintes concentrações de MC-LR: (a) 0,1; (b) 0,5; (c) 5,0; 

(d) 50,0 e (e) 500,0 ng mL-1.  

A partir dessas soluções padrão, aplicadas sobre o imunossensor 

sob condições otimizadas em PBS (0,01 mol L-1; pH 7,5), foi possível 

obter os voltamogramas (Figura 41) que expressam a supressão de 

corrente para as diferentes concentrações de MC-LR, onde ‘a’ 

representa o pico base (0,0 ng mL-1 MC-LR) e ‘b a f’ representam as 

concentrações de 0,1 a 500,0 ng mL−1.  

Por meio dos voltamogramas obtidos, foi feito o cálculo da 

porcentagem de corrente suprimida (irel %) conforme a Equação 3 

apresentada na seção 4.12. A partir disso, construiu-se a curva de 

calibração externa para a MC-LR (Figura 42), a qual expressa uma 

relação linear entre a porcentagem de corrente suprimida (irel %) e o log 

da concentração de MC-LR em ng mL−1. Neste estudo, a incubação das 

diferentes concentrações de MC-LR foi realizada utilizando-se o mesmo 

imunossensor. Isto indica que é possível fazer, no mínimo, 6 medidas 

consecutivas utilizando-se o mesmo imunossensor desenvolvido.  
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Figura 41 – Voltamogramas obtidos, por SWV, em PBS (0,01 mol L-1, pH 7,5), 

com soluções padrão nas seguintes concentrações: (a) 0,0; (b) 0,1; (c) 0,5; (d) 

5,0 e (e) 50,0 e (f) 500,0 ng mL-1 de MC-LR. 

 

 
 

Figura 42 – Curva de calibração para a MC-LR, obtida em PBS (0,01 mol L-1, 

pH 7,5), com soluções padrão nas seguintes concentrações: (i) 0,1; (ii) 0,5; (iii) 

5,0; (iv) 50,0 e (v) 500,0 ng mL-1 de MC-LR. 
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A partir dos dados apresentados pela curva de calibração externa 

para MC-LR, pode-se julgar satisfatória a linearidade do método cujo o 

coeficiente de determinação (R2 = 0,99952) apresentou uma correlação 

fortíssima (0,91 < R2 < 0,99) (BRITO et al., 2003).  

A equação de regressão linear, apresentada pela curva, foi a 

seguinte: irel = 70,7 (± 0,144) + 8,18 (± 0,089) [MC-LR], onde irel é a 

porcentagem de corrente suprimida relativa ao pico voltamétrico (%) e 

[MC-LR] é a concentração de microcistina-LR (ng mL-1). O limite de 

detecção calculado (LD = três vezes o desvio padrão do 

intercepto/coeficiente angular da curva de calibração) para esse método 

foi 0,053 ng mL-1. O limite de quantificação calculado (LQ = dez vezes 

o desvio padrão do intercepto/coeficiente angular da curva de 

calibração) para esse método foi 0,176 ng mL-1. 

 

4.15 ESTUDO DE RECUPERAÇÃO E APLICAÇÃO ANALÍTICA 

DO MÉTODO 

 

O imunossensor proposto foi aplicado na determinação de MC-

LR em uma amostra de água da Lagoa do Peri (pH 6,8), localizada em 

Florianópolis – SC. Os estudos de recuperação e determinação foram 

realizados por SWV, em duplicata, utilizando o método de adição de 

padrão. 

O ensaio de recuperação consiste em um dos métodos mais 

utilizados para avaliar a exatidão de processos analíticos. Este método 

reflete a quantidade de determinado analito, recuperado no processo, em 

relação à quantidade real presente na amostra. A exatidão é expressa 

como erro sistemático percentual, o qual está relacionado à perda da 

substância devido à baixa recuperação da extração, medidas 

volumétricas imprecisas ou substâncias interferentes na amostra (entre 

outros) (BRITO et al., 2003). 

Neste trabalho, o ensaio de recuperação foi realizado a partir da 

adição de diferentes concentrações de MC-LR (5, 10, 15 e 20 ng mL-1) 

sobre alíquotas da amostra de água da Lagoa do Peri. A curva analítica 

construída apresentou equação de regressão linear: irel = 74,017 (± 

0,038) + 0,24801 (± 0,00199) [MC-LR], com um coeficiente de 

determinação (R2) de 0,9997, onde irel é a porcentagem de corrente 

suprimida relativa ao pico voltamétrico (%) e [MC-LR] é a concentração 

de microcistina-LR (ng mL-1). Os percentuais de recuperação foram 

calculados a partir da relação entre os valores das concentrações 

adicionadas e recuperadas das soluções padrão de MC-LR (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Estudo de recuperação para a MC-LR em amostra de água da Lagoa 

do Peri, utilizando o imunossensor proposto. 

                                        MC-LR (ng mL-1)  

Adicionado Recuperadoa Recuperação (%)b RSD (%)c 

5,0 4,91 ± 0,42 98,3 (92,2 – 104,3) 8,7 

10,0 9,87 ± 1,29 98,5 (107,8 – 89,2) 13,4 

15,0 15,25 ± 2,11 101,8 (92,0 – 111,6) 13,6 

20,0 20,00 ± 0,11 100,0 (100,4 – 99,6) 0,57 

aMédia ± desvio padrão das recuperações; bRecuperação = (valor 

encontrado/valor adicionado) x 100%; cRSD = (desvio padrão das 

recuperações/média das recuperações) x 100%. 

 

Analisando-se a Tabela 5, observa-se que houve uma boa 

recuperação para o analito, indicando que o método empregado é 

apropriado para a análise de MC-LR na água da Lagoa do Peri, já que a 

faixa de recuperação está dentro dos limites aceitáveis (40 a 120%) para 

a análise de analitos com concentração na ordem de 10-9 (ppb) 

(BRASIL, 2003; SANCHES et al., 2007; BRASIL, 2016). 

As porcentagens de recuperação obtidas demonstraram que o 

método pode ser considerado exato e preciso. A precisão foi avaliada 

através do desvio padrão relativo (RSD %) dos resultados obtidos, 

apresentando valores de 0,57 a 13,6%, valores esses, inferiores a 20% 

para este método sendo, portanto, considerado preciso. 

 

4.16 DETERMINAÇÃO DE MC-LR 

 

Para o cálculo da concentração de MC-LR presente na amostra da 

água da Lagoa do Peri, utilizou-se a equação de regressão linear (irel = 

74,017 (± 0,038) + 0,24801 (± 0,00199) [MC-LR]) obtida no ensaio de 

recuperação. Neste cálculo, empregou-se na equação acima, o valor de 

supressão irel (74,14%) referente a análise em duplicata da amostra, 

tendo como resultado o valor médio de 0,496 (± 0,273) ng mL−1 de MC-

LR. Os valores obtidos, também indicam que a concentração de MC-

LR, encontrada na amostra, está dentro do limite estabelecido pela 

legislação vigente – Portaria MS/GM nº 2.914, a qual define que o valor 

máximo de microcistina permitido na água de abastecimento público é 

1,0 µg L-1 (BRASIL 2011; BRASIL 2016). 
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4.17 COMPARAÇÃO COM A LITERATURA 

 

Há descrito na literatura, diversos trabalhos com imunossensores 

eletroquímicos para detecção de microcistina-LR. A Tabela 6 mostra 

uma breve comparação da faixa linear, limite de detecção e tempo de 

incubação destes trabalhos. Pode-se observar que o imunossensor 

(MGNnP-PEI-ab-MC-LR/GCE) obteve um LD próximo a maioria dos 

artigos publicados, apresentando também, menor tempo de incubação 

quando comparado aos imunossensores desenvolvidos por Du e 

colaboradores (2014) e Zhang e colaboradores (2016). Com isso, a 

apresentação de dados compatíveis com os reportados pela a literatura, o 

emprego em uma ampla faixa de trabalho e a facilidade de construção, 

utilizando reagentes baratos e de fácil obtenção, destacam a relevância 

do imunossensor desenvolvido. 
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Tabela 6 – Dados comparativos de diferentes imunossensores eletroquímicos 

para detecção de microcistina-LR. 

Sensor 
Faixa linear 

(ng mL-1) 
LD (ng mL-1) 

Tempo de 

incubação 

(min) 

Referência 

Grafeno/ab-MC-

LR/GCE 
0,05–1.0 0,017 60 DU et al., 2014 

ab-MC-LR/AuNP-

BSA/Br-Py/GCE 
0,05 – 500 0,05 15 

TALAMINI et al., 

2018 

Au/ab-MC-LR/MC-

LR/PEG/CNPs/GCE 
0,0025–5 0,0017 60 

ZHANG J. et al., 

2016 

HRP-CNs-Ab/MC-

LR/GSs-CS/GCE 
0,05–15 0,016 30 

ZHAO; TIAN; 

QUAN, 2013 

HRP-anti-MC-

LR/MC-LR-

SWNHs/GCE 

0,05–20 0,03 30 
ZHANG et al., 

2010 

HRP-MC-LR/anti-

MC-LR/Au/CNx-

MWNTs/GCE 

0,005–1 0,002 20 
ZHANG et al., 

2011 

MC-LR/BSA/anti-

MC-LR/GNP/l-

cysteine 

0,05–15 0,02 20 TONG et al., 2011 

MC-LR-HRP/anti-

MC-

LR/Fe3O4@Au/SPE 

0,79–12,9 0,38 20 
ZHANG et al., 

2013 

AgNP-Nafion-xGnP-

ab-MC-LR 
0,5 – 5000 0,017 10 

ZANATO et al., 

2017 

MGNnP-PEI-ab-

MC-LR/GCE 
0,1 – 500 0,053 40 Este trabalho 

AgNP-Nafion-xGnP: nanopartículas de prata estabilizadas em Nafion com nanoplaquetas de grafite. Au: 

nanopartículas de ouro. BSA: soro de albumina bovina. PEG: polietilenoglicol. CN:nanoesfera de carbono. 

CNPs: nanofibras de carbono. CNx-MWNTs: nanotubos de carbono de parede múltipla dopada com 

nitrogênio. CS: quitosana. GNP: nanopartículas de ouro. GS: folha de grafeno. HRP: peroxidase de raíz forte 

(horseradish peroxidase). MGNnP-PEI: nanopartículas de magnetita estabilizadas em PEI. MSN: sílica 

mesoporosa. SPE: eletrodo impresso. SWNHs: nanohorns de carbono de parede simples,  

 

Fonte: Adaptado de Talamini et al. (2018). 
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5 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, apresentou-se o desenvolvimento de um 

imunossensor eletroquímico do tipo label-free contendo nanopartículas 

de magnetita (MGNnP) estabilizadas em PEI, as quais foram utilizadas 

como plataforma imobilizadora para a detecção de MC-LR em água da 

Lagoa do Peri. Além da importância do dispositivo desenvolvido para a 

área ambiental, também foi possível obter informações eletroquímicas a 

respeito dos modificadores, bem como a influência destes, na interação 

entre o antígeno (MC-LR) e o anticorpo (ab-MC-LR). 

A partir dos dados experimentais obtidos, foi possível concluir 

que o recobrimento da superfície de GCE com o filme polimérico 

MGNnP-PEI, aumentou consideravelmente a resposta do imunossensor 

contendo ab-MC-LR, sendo este fato possivelmente associado a 

capacidade que os nitrogênios da PEI possuem de trocar prótons com a 

solução tampão PBS, a qual provavelmente facilitou no transporte de 

elétrons na interface eletrodo/solução. 

O dispositivo desenvolvido, também apresentou: simplicidade de 

construção; linearidade na faixa de trabalho empregada (0,1-500 ng mL-

1); alta sensibilidade, já que pequenas alterações na concentração do 

analito provocaram grandes alterações no sinal de corrente; seletividade 

mediana e baixo limite de detecção (0,053 ng mL-1). Além disso, o 

método proposto apresentou boa repetibilidade intra-day (RSD% = 

1,09%) e inter-day (RSD% = 2,44%) e boas porcentagens de 

recuperação (98,3 a 101,8%), apresentando valores de RSD% entre 0,57 

e 13,6% sendo, portanto, o método considerado exato e preciso. 

Portanto, pode-se afirmar que o imunossensor desenvolvido é 

capaz de trabalhar em uma ampla faixa de concentrações do analito MC-

LR, indicando a possibilidade futura de aplicação do mesmo não apenas 

em águas de lagoa, mas também em diversos ambientes aquáticos nos 

quais encontram-se baixas concentrações de matéria orgânica em 

suspensão. 
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