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RESUMO

A saxitoxina (STX) € uma neurotoxina extremamente nociva e produzida
naturalmente. Pode ser encontrada durante a época de floragcdo de alguns
microorganismos aquaticos/algas e representa uma grande preocupagao para a
saude humana. Para garantir as condicbes de potabilidade d’agua, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu um limite maximo de 3ug/L
(microgramas por litro) de saxitoxina. Com o desenvolvimento de novas tecnologias
envolvendo produgdo e manipulagdo de DNA, surgiu um novo mundo de
possibilidades para plataformas de sensoriamento. Aliado a uma técnica nao invasiva
usada para analise de propriedades interfaciais, como espectroscopia de impedancia
eletroquimica, é possivel construir um biossensor eletroquimico de facil uso e de baixo
custo para uso em monitoramento da qualidade d’agua. Estudos foram realizados
junto ao Laboratério de Optoeletrénica Organica e Sistemas Anisotropicos — LOOSA,
da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC com estes métodos,
demonstrando sua viabilidade e sugerindo que é possivel obter sucesso na
elaboracao de um biossensor para detecg¢ao de saxitoxina. Pensando na necessidade
de aprimoramento do sistema e de se monitorar a qualidade da agua potavel, este
trabalho descreve a revisdo e estudo eletroquimico dos procedimentos de
desenvolvimento de um biossensor utilizando um aptamero (oligonucleotideo) como
elemento de reconhecimento para deteccao de saxitoxina em meio aquoso associado
a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica. O trabalho de reviséo
sistematica aqui empregado demonstrou a necessidade de revisdo dos conceitos
empregados durante estudo ou desenvolvimento de um projeto. Fica claro que uma
boa revisao tedrica e entendimento das técnicas utilizadas sao essenciais para o
desenvolvimento/otimizacdo de procedimentos de fabricacdo deste dispositivo. Aqui
foi demonstrado que uma faixa segura de potencial que garante a estabilidade do
sistema eletroquimico se encontra entre -0,1 e +0,7 volts em relagdo a um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl. Também foi demonstrado que é possivel se obter um valor de
base constante para eletrodos modificados desde que estes sejam acondicionados
por tempo suficiente nas solugbes de medida. Valores de x> mostram que as medidas
de EIE apds o tempo necessario para o equilibrio estdo dentro das condigdes ideais
para tratamento de dados e os testes com diferentes concentragdes de saxitoxina
mostram uma diferenciag¢ao de sinais clara entre a linha base (sem toxina) e os sinais
em diferentes concentragdes.

Palavras-chave: Biossensor; Saxitoxina; Aptamero, Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica.



ABSTRACT

Saxitoxin is an extremely harmful and naturally produced neurotoxin. It can be found
during water microorganisms/algae bloom season and represents a major concern for
human health. The Brazilian National Health Surveillance Agency (ANVISA)
established a maximum limit of 3,0 pg/L (three micrograms per liter) for water
consuption. With the development of new technologies involving DNA production and
manipulation, a new world of possibilities for sensing platforms has emerged.
Combined with a non-invasive technique used for analysis of interfacial properties,
such as electrochemical impedance spectroscopy, it is possible to build an easy-to-
use and low-cost electrochemical biosensor for use in water monitoring. Studies were
carried out at the Laboratory of Organic Optoelectronics and Anisotropic Systems -
LOOSA, of the Federal University of Santa Catarina - UFSC with these methods,
demonstrating its feasibility and suggesting that it is possible to succeed in the
elaboration of a biosensor for saxitoxin detection. Considering the need to improve the
system and monitor the quality of drinking water, this work describes the review and
electrochemical study of the procedure for developing a biosensor using an aptamer
(oligonucleotide) as a recognition element for detection of saxitoxin in aqueous
medium associated with electrochemical impedance spectroscopy technique.

The systematic review work demonstrated the need to know the concepts used
during the study or development of a project. It is clear that a good theoretical review
and understanding of the techniques used are essential for the procedures
development/optimization. Here it was demonstrated that a safe range of potential that
guarantees the stability of the electrochemical system is between -0.1 and +0.7 volts
in relation to an Ag/AgCl reference electrode. It has also been demonstrated that it is
possible to obtain a constant baseline value for modified electrodes as long as they
are conditioned for a sufficient time in the measurement solutions. Values of ¥? shows
that the EIS measurements after the time required for equilibration are within ideal
conditions for data processing and the tests with different saxitoxin concentrations
show a clear differentiation of signals between the baseline (no toxin) and the signals
containing different concentrations.

Keywords: Biosensor; Saxitoxin; Aptamer; Impedance Spectroscopy.
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1 INTRODUGAO

A grande velocidade de crescimento populacional aliada ao efeito de
globalizagdo faz com que a preocupagédo relacionada a seguranga alimentar e
consumo de agua potavel se torne uma tendéncia mundial. (SAATH; FACHINELLO,
2018)

S&o inegaveis os impactos sociais e econémicos (em pequenos casos, local
e em larga escala, mundial) advindos de surtos de intoxicagdo alimentar e/ou agua
contaminada. (CHEESEMAN, 2016; CHEN et al., 2016)

Dentre os contaminantes mais comuns estao as bactérias, virus, parasitas e
substancias quimicas. Esta ultima podendo ser de origem antropica (provenientes de
industrias, rejeitos urbanos, acumulo de metais pesados etc.) ou naturais
(micotoxinas, glicosidios cianogénicos, biotoxinas marinhas etc.). (TESTAI et al.,
2016)

Um bom exemplo de biotoxinas marinhas sdo as saxitoxinas, conhecidas
como “toxinas paralisantes de mariscos” (PST, do inglés Paralllytic Shellfish Toxins,),
que podem ser encontradas em quantidades perigosas para alguns animais e
humanos durante episddios de grande proliferacdo de certas espécies aquaticas.
(TESTAI et al., 2016) Durante esses episédios, corpos de agua utilizados para
atividades de recreacao ou abastecimento publico apresentam risco de contaminagao
para seus usuarios. (MACEDO, 2010; MILLER et al., 2017)

Por se tratar de uma questdo de saude publica, se faz necessario um
constante monitoramento tanto dos locais onde existe risco de contaminacgéao (rios,
lagos, locais de produgédo, preparo e comércio de alimento) como dos produtos que
dali derivam (peixes, camardes, ostras etc.). (BERNARDES et al., 2018)

Atualmente, o método de deteccao e analise de substancias de controle é feito
por meio de técnicas laboratoriais que demandam pessoal qualificado, recursos
onerosos (como a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou
imunoensaios) e muito tempo. (BORTOLI; PINTO, 2015) Tempo esse que impacta na
tomada de decisio, que é crucial para diminuigdo da probabilidade de possiveis surtos
de intoxicagao.

A busca por avancos nos métodos de analise é, portanto, constante.

Uma alternativa promissora € a utilizacdo de biossensores, que utilizam um

componente biolégico acoplado a um transdutor de sinal para detec¢ao do analito de
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interesse. Apresentam alta especificidade e sensibilidade e um baixo tempo de
resposta, quando comparado com técnicas laboratoriais. (MCPARTLIN et al., 2016)

O uso de aptameros (sequéncias de oligonucleotideos, DNA/RNA) como
unidade de reconhecimento biolégico tem sido empregado em diversos trabalhos, pois
nao necessitam do uso de seres vivos para sua produgao/obtengdo. Ademais,
apresentam capacidade de ligar-se com alta afinidade ao analito de interesse, alta
especificidade, possibilitam a produgdo em larga escala e podem ser facilmente
funcionalizados. (BRENTANO; CARDOSO, 2014; LAGOS et al., 1999; MONDARDO,
2009)

Estudos iniciais vém sendo realizados junto ao Laboratério de Optoeletronica
Orgénica e Sistemas Anisotrépicos — LOOSA, da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC com este tipo de material junto ao uso de técnicas eletroquimicas
de analise, demonstrando sua viabilidade e sugerindo que é possivel obter sucesso
na elaboracao de um biossensor aptamérico para deteccao de saxitoxina. (SERRANO
et al., 2021)

No entanto, a fim de melhorar o desempenho e reprodutibilidade do
biossensor torna-se necessario otimizar parametros de fabricagdo. (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001; EIRAS; COSCIONE; ANDRADE, 2018)

Nesse sentido, o presente trabalho tem por objetivo a revisdo do processo de
fabricacdo do biossensor eletroquimico, anteriormente apresentado por Serrano,
2021, com o intuito de avaliar a necessidade de possiveis modificagcdes na
metodologia adotada que permitam a obtengdo de condigdes 6timas de operagao e

reprodutibilidade



19

2 CONTEXTUALIZAGAO

2.1 Da problematica e motivagao do trabalho

As chamadas Doencas de transmissdo hidrica e alimentar, DTHA', sdo
definidas como sendo doencgas causadas pela ingestdo de alimento e/ou agua
contaminados. A estimativa é que existam mais de 250 doengas desse tipo no mundo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022b) e segundo a Organizagdo mundial da Salde
(OMS), cerca de 600 milhdes (1 em cada 10 pessoas no mundo, aproximadamente)
adquirem alguma doencga relacionada a alimentos contaminados todos os anos e
cerca de 420.000 morrem, no mesmo periodo, pelo mesmo motivo. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022a)

Ocorréncias clinicas consequentes desse tipo de contaminagao podem estar
relacionada com microorganismos patogénicos (infecciosos, toxinogénicos ou
infestantes), toxinas de microrganismos, substancias quimicas ou objetos lesivos ou
que contenham em sua constituicdo estruturas naturalmente toxicas. Ocorrem entéo,
pela ingestdo de componentes que apresentam riscos biolégicos, quimicos ou fisicos.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022; SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE SANTA
CATARINA, [s.d.])

Nao ha um quadro clinico especifico para os surtos de DTHA, logo, é possivel
observar uma grande variagdo de sintomas de acordo com o agente etiolégico
envolvido. Os sinais e sintomas mais comuns sdo nausea, vémito, dor abdominal,
diarreia, falta de apetite ou febre. Além desses, podem ocorrer também afeccdes extra
intestinais em diferentes 6rgédos e sistemas como nos rins (Sindrome Hemolitico-
Urémica), sistema nervoso central (botulismo e toxoplasmose) e ma formagéao
congénita (toxoplasmose). Em casos mais extremos €& possivel que o individuo
apresente paralisia temporaria, danos cerebrais permanentes e morte. (MINISTERIO
DA SAUDE, 2022b; SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE SANTA CATARINA,
[s.d.]; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022a)

Dados do Ministério da Saude mostram que, no Brasil, foram notificados 6.347

surtos de DTHA, entre os anos 2012 e 2021. Isso constitui uma média de 634,7 surtos

' Em documentos mais antigos s&o citadas como Doengas transmitidas por alimento/agua (DTA)
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por ano. Destes, 5031 foram confirmados laboratorialmente, mas somente 2.258
tiveram seus agentes etiolégicos identificados. Surtos provenientes do consumo de
agua representam 25,2% do total e cerca de 52,8% de todos os casos eram
provenientes de residéncias e/ou restaurantes. 48,56% de todos os surtos registrados
durante esse periodo ocorreram na regiéo sul do Brasil. Em 9,4% das vezes nao foi
possivel indicar a origem dos surtos. (MINISTERIO DA SAUDE, 2022a, 2022b)

O 6nus gerado devido a esses surtos abrange todo um espectro social e
econdmico, sendo necessario constante monitoramento da qualidade de produtos
consumidos e/ou fontes de agua usados para recreagao/consumo. (MELO et al.,
2018)

O Ministério da Saude recomenda que, antes do inicio do tratamento
especifico, as amostras biolégicas sejam coletadas para a pesquisa de toxina ou do
agente etioldgico. Dessa forma, surtos de DTHA considerados “ameaga a saude
publica” devem ser comunicados imediatamente a vigilancia epidemioldgica dos trés
niveis de gestdo da saude, pelo meio mais rapido, e, além disso, deve ser notificada
e registrada no Sinan (Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo) em até sete
dias. A investigagao devera ser realizada pelas vigilancias epidemioldgica, sanitaria,
ambiental, laboratorial, atengdo a saude, com a participagdo, sempre que possivel e
necessario, de profissionais de outros setores da agricultura e pecuaria e
abastecimento. O diagnéstico laboratorial € realizado mediante analises de amostras
clinicas (fezes, vémitos, urina, sangue etc.), bromatoldgicas (agua, alimentos que
apresentaram associacdo positiva com o surto) e ambientais (solo, agua de
retrolavagem de filtros etc.); e os tipos de amostras a serem coletadas vao variar de
acordo com as hipéteses diagndsticas levantadas durante a investigacéo de surtos
DTHA. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010, 2021a, 2021b)

O perfil epidemioloégico das doencas transmitidas por alimentos no Brasil
ainda é pouco conhecido. Somente alguns estados e/ou municipios dispéem de
estatisticas e dados sobre os agentes etiolégicos mais comuns, alimentos mais

frequentemente implicados, populagao de maior risco e fatores contribuintes.
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2.2 Das toxinas produzidas na natureza

Substancias potencialmente toxicas podem ser produzidas por diversos
micro-organismos, plantas ou animais, geralmente como parte do mecanismo de
defesa contra predadores. Essas substancias nao sdo danosas ao organismo que as
produz, mas podem acarretar sérios riscos a outras criaturas como, por exemplo,
humanos, se ingeridas. Toxinas provenientes de algas, bactérias e plantas sdo as
mais comumente associadas a contaminagdes de corpos de agua, tornando-os
improprios para o consumo humano. (PICARDO et al.,, 2019; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022)

O relatorio de 2022 sobre toxinas naturalmente produzidas da organizagao
mundial da saude lista algumas das classes mais comuns de toxinas que sao
naturalmente produzidas, dentre elas estdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2022b):

a) Alcaldides pirrolizidinicos, produzidos por mais de 600 espécies de plantas
diferentes,

b) Toxinas produzidas por cogumelos venenosos,

c) Solanina e chaconina, presentes em espécias da familia Solanaceae
(batata, tomate, berinjela, pimenta e o pepino),

d) Micotoxinas, produzidas por bolores (fungos filamentosos muito comum no
ambiente doméstico),

e) Lecitinas, que podem ser encontradas em feijoes, por exemplo,

f) Fumocumarinas, que podem ser encontradas em plantas de fruto citrico,

g) Glicosideos cianogenicos, encontrados em plantas que contém &cido
cianidrico (como a mandioca brava)

h) Biotoxinas aquaticas, produzidas por algas e bactérias em ambientes

aquaticos.

Esta ultima categoria, abrange também varios subgrupos de toxinas que
podem ser classificados de acordo com seus efeitos em organismos de mamiferos
(amnésicas, diarréicas, neutdxicas, paralisantes etc.) ou estrutura quimica
(azaspiracidos, brevetoxinas, iminas ciclicas, acidos domoicos, acidos ocadaicos,
saxitoxinas e outros). (VISCIANO et al., 2016)

Neste trabalho, dedicaremos especial atengao ao grupo das saxitoxinas.
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2.2.1 Saxitoxinas (STXs)

As STXs correspondem a uma classe de toxinas produzidas por alguns
dinoflagelados e cianobactérias. Esse grupo é basicamente composto por derivados
da STX (C10H17N7O4), um alcaldide triciclico de baixo peso molecular (299 Da) que é
também o membro mais estavel dessa classe. A figura 1 mostra a estrutura basica
dos membros dessa classe (backbone). Seus analogos apresentam substituicdes em
4 pontos distintos na cadeia, com combinagdes entre diversos grupos como H, OH,
0OSO0s, Carmaboil, ou N-sulfo-carbamoil, o que leva a uma variedade de compostos
potencialmente perigosos. (ETHERIDGE, 2010)

Figura 1. Estrutura basica (backbone) de saxitoxinas.

Fonte: Etheridge, 2010.

As diferentes combinagdes e suas denominagdes sdo apresentadas no
quadro 1 onde é possivel observar diferentes estruturas dos congéneres de

Saxitoxina. O destaque em vermelho indica os substituintes para Saxitoxina.
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Quadro 1. Resumo das diferentes estruturas dos congéneres de Saxitoxina. O destaque em vermelho
indica os substituintes para Saxitoxina.

R1 R2 Rs Ra
-OCONHz2  "OCONHOSOs3 ‘OH H
H H H STX GTXs (B1) DcSTX DoSTX
OH H H NEO GTXe (B2) DcNEO -
OH | OSOs H GTXi C3 dcGTX1 -
H 0OSOs H GTXz C1 dcGTX2  doGTXi
H H OSOs GTXs C2 dcGTXs  doGTX2
OH H OSOs GTX4 C4 dcGTXa -

Fonte: Adaptado de Etheridge, 2010.

Por causa de sua estrutura quimica, as STXs, quando ingeridas, provocam
nos mamiferos as chamadas intoxicacbes paralisantes dos mariscos (do inglés
paralytic shellfish poisonig — PSP), pois possuem a habilidade de que atuar
bloqueando os canais de sddio em células nervosas, causando paralisia e podendo
levar a morte. Altos niveis dessas toxinas podem ser encontrados durante episodios
de floragcado de bactérias ou algas ou devido a fendmenos de eutrofizacdo em corpos
hidricos, que leva a uma maior produgéo de toxinas, seja pelo ambiente favoravel, ou
como mecanismo de defesa dessas espécies. (O’'NEILL; MUSGRAVE; HUMPAGE,
2016)

Dentre os diversos vetores que propagam essas toxinas para humanos estao:

a) O consumo de frutos do mar, em especial moluscos bivalves, pois apresentam
a capacidade de acumular em seu organismo diversas substancias toxicas

b) O consumo da prépria agua com altas concentragcdes destas substancias. (DE
SOUZA; DA SILVA; NOVAES, 2022; ETHERIDGE, 2010; O'NEILL;
MUSGRAVE; HUMPAGE, 2016; VISCIANO et al., 2016)

Ambos o0s casos recebem especial atencdo na regido sul do pais. Em
especial, Santa Catarina, que é responsavel por mais de 95% da producao de todos
os moluscos consumidos no Brasil. Sua capital, Floriandpolis, € considerada a maior
produtora de ostras, bem como de vieiras. Essa regido apresenta historico de
proliferacdo de algas e cianobactérias produtoras deste tipo de toxina em corpos de
agua utilizados tanto para o abastecimento publico, quanto para a maricultura. (DE
SOUZA; DA SILVA; NOVAES, 2022)
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Dentro do mesmo estado, um caso de interesse publico é a Lagoa do Peri,
um reservatério que faz parte de uma area de protecdo ambiental utilizada pela
secretaria de abastecimento de SC para fornecimento de agua para regido sul do
municipio de Floriandpolis (figura 2), atendendo mais de 100 mil pessoas. (PICARDO
et al., 2019; PREFEITURA DE FLORIANOPOLIS, [s.d.])

Figura 2. Lagoa do Peri, localizada no municipio de Floriandpolis.

Fonte: Google Maps.

Trabalhos relatam a presengca de cianobactérias da espécie
Cylindrospermopsis raciborskii, conhecida pela producdo de, entre outras
substancias, saxitoxina desde 1994 (KOMARKOVA; LAUDARES-SILVA; SENNA,
1999; LAGOS et al., 1999; RAMOS et al., 2021)

E comum, aos moradores da regiao, depararem-se com noticias (jornais,
blogs ou redes sociais) ou notas publicas legais com avisos sobre os riscos envolvidos
em corpos de agua utilizados para abastecimento publico/recreagcdo bem como o
consumo de produtos de maricultura na regiao em periodo de floragao de algas ou
bactérias. (CALDAS, 2016; G1 SC, 2021; G1 SC; NSC TV, 2021; REDACAO ND,
CRICIUMA, 2022)

2.3 Legislagao brasileira

2.3.1 Normas de controle para STX

E inegavel que o acesso a agua potavel é algo intrinseco para a manutengao
do direito a vida. Direito este que consta como um dos fundamentos da Constituicao
da Republica Federativa do Brasil, de 1988, (caput do art. 5°, que trata os direitos e

garantias fundamentais, no capitulo dos direitos e deveres individuais e coletivos)
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além de também ser assegurado pela Declaragao Universal de Direitos Humanos de
1948 (ONU), artigo XXV. Logo, é dever do estado providenciar meios para que isso
se torne possivel. (“CONSTITUICAO DE 1988”, 1988; ORGANIZACAO DAS NACOES
UNIDAS, 1948; PEDROSO MELEGARI, 2010)

No Brasil, fica a cargo do Ministério de estado da saude elaborar normas e
procedimentos para o controle para com a qualidade da agua. Segundo a PORTARIA
DE CONSOLIDACAO N° 5, DE 28 DE SETEMBRO DE 2017, fica aos cuidados dos
estados e municipios a coleta de amostras e analise mensal em mananciais de
interesse publico enquanto a contagem de espécies potencialmente produtoras nao
exceder o valor de 20.000 células.mL""(vinte mil células por mililitro) e andlise semanal
para contagens acima desse valor. E interessante notar uma certa contradicdo nessa
parte texto, pois ao verificar os anexos referentes a essa legislagdo, notamos que o

valor mostrado € metade daquele citado anteriormente.

Figura 3. Imagem retirada do documento PORTARIA DE CONSOLIDACAO N° 5, DE 28 DE
SETEMBRO DE 2017 referente as normas de monitoramento de cianobactérias. O valor para
contagem de células é de 10.000 (dez mil), enquanto no texto da portaria € de 20.000 (vinte mil)

. ANEXO 11 DO ANEXO XX .
TABELA DE FREQUENCIA DE MONITORAMENTO DE CIANOBACTERIAS NO MANANCIAL DE
ABASTECIMENTO DE AGUA (Origem: PRT MS/GM 2914/2011, Anexo 11)

Quando a densidade de cianobactérias (células/mL) for: Freguéncia
£ 10.000 Mensal
>10.000 Semanal

Fonte: PORTARIA DE CONSOLIDAGCAO N° 5, DE 28 DE SETEMBRO DE 2017

Segundo a mesma portaria, sempre que for detectada a presenga de géneros
potencialmente produtores de cianotoxinas, deve também realizar analise para
deteccdo e quantificacdo dessas toxinas. O valor maximo permitido, VMP para
equivalentes de saxitoxina, STX/L (valor que corresponde a somatdria das
quantidades intra e extracelular de analogos a saxitoxina) é estabelecido como 3,0
pg.L! (trés microgramas por litro) e a analise deve ser realizada com mesma
frequéncia.(“CONSTITUICAO DE 1988”, 1988; MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
PEDROSO MELEGARI, 2010)
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2.3.2 Métodos de deteccao e analise padrao para STX

Os procedimentos estabelecidos na legislagdo brasileira para o controle da
qualidade de agua nao versam especificamente sobre o0 método de
identificacdo/quantificacdo de substancias potencialmente perigosas. No entanto, o
artigo 22 da sessao V (dos laboratérios de controle e vigilancia) do capitulo Ill (das
competéncias e responsabilidades) contidos na portaria n® 2.914, de 12 de dezembro

de 2011 (inclusa na portaria de consolidagéo) do ministério da Saude, deixa claro que:
“As metodologias analiticas para determinagdo dos parametros
previstos nesta portaria devem atender as normas nacionais ou internacionais

mais recentes, tais como:

l. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater de autoria das instituicoes American Public Health Association
(APHA), American Water Works Association (AWWA) e Water Environment
Federation (WEF);

Il. United States Environmental Protection Agency (USEPA);

[l normas publicadas pela International Standartization
Organization (1ISO);

V. metodologias propostas pela Organizagao Mundial da Saude
(OMS).”

De forma geral, essas normas versam sobre padrbes de procedimento para
coleta e armazenamento de amostras a serem analisadas, mas sao suficientes quanto
a uma normatizagao de técnicas a serem utilizadas.

Orientagbes analiticas para monitoramento da populagdo de
algas/cianobactérias e suas toxinas associadas ndo se fazem presentes na colegao
Standard Methods que apenas define, em linhas gerais, recomendagbes de
amostragem e armazenamento de amostras para analise. (BRIDGEWATER et al.,
2017)

O mesmo ocorre para os padrdes de potabilidade da ISO, que apenas
determinam padrdes para amostragem, armazenamento e confiabilidade de analises.
(“ISO - International Organization for Standardization”, [s.d.])

USEPA e WHO sugerem o uso de Imunoensaios? para detecgdo de toxinas
mas advertem para o fato de que esse tipo de teste ndo apresenta boa distingao entre
espécies congéneres, ou seja, detectam classes de toxinas mas néo distinguem entre
elas. Ambos também recomendam o uso de técnicas cromatograficas (onde ha
separagao de substancias em uma mistura) acopladas a outras técnicas de detecgao

(como espectrometria de massas ou espectroscopia UV-vis, por exemplo) para se

2 Ensaios bioquimicos onde a presenga ou concentragdo de uma macromolécula ou uma pequena
molécula em uma solugéo é avaliada através do uso de um anticorpo ou um antigeno.
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obter uma melhor resolugdo, pois conseguem diferenciar espécies de toxinas
parecidas e possibilitam obter informagdes sobre a razdo entre espécies congéneres
caso uma amostra da toxina de interesse esteja disponivel na forma pura. (CHORUS;
WELKER, 2021; US EPA, 2018

Talvez por isso, ainda na mesma segdo, da mesma portaria citada
anteriormente, o artigo 17, inciso Il diz que compete ao ministério da saude:

“definir os critérios e os procedimentos para adotar metodologias analiticas
modificadas e ndo contempladas nas referéncias citadas no art. 22 desta Portaria.”

Nesse sentido, muitos trabalhos vém sendo apresentados nos ultimos anos
com o intuido de aprimorar técnicas ja utilizadas ou propor novos modelos de deteccgao
para as mais diversas aplicagées na area de monitoramento ambiental. (KREWSKI et
al., 2020; REGUEIRAS, 2009; SANTOS, 2018; TIAN et al., 2021)

2.4 Biossensores

Biossensores sao dispositivos que utilizam reacdes bioquimicas num sistema
para detecgao/quantificacdo de alguma substancia de interesse, chamada de analito.
(CHEMISTRY (IUPAC), [s.d.])

Esse tipo de dispositivo apresenta muitas possibilidades de construgéo, a
partir de uma infinidade de componentes bio e tecnolégicos. No entanto, podemos
dizer que sao basicamente compostos por um elemento de reconhecimento
bioquimico (proteinas, enzimas, anticorpos etc.) responsavel por realizar uma
interacdo especifica com o analito de interesse, um transdutor de sinal, que traduz a
extensdo das reagdes bioquimicas em um sinal que seja detectavel (uma mudanca
em alguma propriedade fisica que pode ser medida) e um método de
detecgao/quantificagédo, através do qual seja possivel interpretagdo desses dados. A

figura 4 ilustra um esquema tipico para esse tipo de sistema.
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Figura 4. Representagdo esquematica de um biosensor.

‘ ‘I Analito
( g —W Componente
1
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Transdutor de sinal

Amplificador de
sinal

Fonte: Adaptado de ALTINTAS, 2018

Portanto a construgéo de um biosensor € complexa, envolvendo uma ampla
gama de areas de estudo e depende de diversos fatores relacionados ao tipo de
aplicagao a qual este se destina. (ALTINTAS, 2018)

2.41 Elemento de reconhecimento

E o tipo de componente utilizado para interagdo com o analito-alvo. Este deve
garantir uma interagdo unica, a fim de se obter uma especificidade de analise. Pode
ser uma proteina, enzima, anticorpo, cadeias de DNA ou RNA (simples ou dupla
hélice), entre outros. (ALTINTAS, 2018; JEONG-YEOL YOON, 2016)

Nesse trabalho, foi utilizada uma cadeia de aptdmero como elemento de
reconhecimento. Aptédmeros sdo sequéncias de oligonucleotideos (DNA, RNA)
selecionadas com base em sua capacidade de ligar-se a um analito-alvo. Eles vém
atraindo o interesse nas ultimas décadas, em inumeros trabalhos, devido suas
vantagens, que incluem, a facilidade de sintese em laboratério (dispensando o uso de
seres vivos como produtores de material bioldgico), facilidade de derivagdo em sua
estrutura e a possibilidade de fabricagdo em larga escala. (JEONG-YEOL YOON,
2016; RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010)
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Diversos grupos de pesquisa vém atuando na busca de sequéncias de
aptameros cada vez mais especificos para os mais diversos fins. A figura 4 ilustra uma
sequéncia, denominada M30-f, proposta por Zheng e colaboradores em 2015. Esta
sequéncia apresenta capacidade de ligagdo com STX de pelo menos 30 vezes maior
do que outras sequéncias previamente conhecidas, apresentando afinidade de Kp=
0.133 mM em PBS-T a temperatura ambiente quando comparada por técnicas de
toxicidade em ratos, células (neublastomas de ratos) e biointerferometria. (ZHENG et
al., 2015)

Figura 5. Estrutura secundaria do aptamero M30-f proposto por Zheng e colaborados.
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Fonte: ZHENG et al., 2015

2.4.2 Transdutores de sinal

Transdutores sao dispositivos que convertem as mudancas fisicas que
ocorrem quando um elemento de reconhecimento interage com o analito-alvo em um
sinal detectavel/mensuravel. Ou seja, sdoconversores de sinal. Podem trabalhar na
conversao de mudancas de temperatura, massa, stress, umidade, pressao, luz ou
sinais elétricos (voltagem). (RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010)

Um transdutor eletroquimico, por exemplo, transforma uma reagao de ligagéo
em movimento de ions ou difusdo de espécies eletroativas, que podem ser

quantificados. Apresentam as vantagens de rapida analise, boa estabilidade e alta
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sensibilidade. O tipo de sinal a ser observado e tratamento de dados depende da
técnica a ser utilizada, podendo variar entre impedancia, resisténcia etc.
(RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010)

Um biossensor eletroquimico combina a sensitividade de técnicas
eletroanaliticas com a bioseletividade dos elementos de reconhecimento utilizados.
Além da facilidade de digitalizagdo de dados e integracao de sistemas. Talvez por
isso, seja o tipo mais comumente escolhido. (JEONG-YEOL YOON, 2016;
RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010)

2.5 Técnicas utilizadas

A técnica utilizada para leitura de dados obtidos depende, logicamente do tipo
de transdutor escolhido para o processo. Nesse trabalho, foi utilizado um transdutor
eletroquimico, logo as técnicas aqui abordadas sao respectivas ao uso desse tipo de

biosensor ou sua caracterizagao.

2.5.1 Espectroscopia de Impedancia eletroquimica (EIE)

A técnica de espectroscopia de Impedancia eletroquimica consiste na
aplicacéo de uma perturbagéo com forma sinusoidal (com carater ondulatério) e com
baixa amplitude a um sistema eletroquimico. Essa perturbacdo pode ser tanto uma
diferenga de potencial, V, como um fluxo de corrente i. A frequéncia dessa perturbacao
€ variada ao longo de uma grande faixa para se obter um espectro de impedéancia.
(RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010)

Para entender melhor essa técnica, podemos imaginar um circuito elétrico
qualquer ao qual aplicamos uma perturbagao ca (corrente alternada, aqui sera usado
para definir tanto corrente alternada como tensao alternada). Cada elemento nesse
circuito (resisténcias, capacitores ou indutores) pode ser representados
algebricamente segundo as leis de Ohm e Kirchoff e a resposta obtida para esse
sistema sera proporcional ao estimulo aplicado (em ambos os casos, deve gerar
equagdes com o mesmo formato). Entdo, é possivel resolver as diferentes equacdes
de sistemas elétricos quando se tem conhecimento de uma das componentes do par
perturbagao/sinal. (D. YOUNG; A. FREEDMAN, 2015; LASIA, 2014)
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Se essa perturbacdo se da de modo senoidal, como mostra a figura 6,
podemos controlar também a frequéncia do estimulo aplicado. Uma tensao ac pode

ser representada por uma fungéo do seguinte tipo:
V(t) =V -cos(wt) (1)

De modo analogo, uma corrente, com um valor maximo de | (amplitude de

corrente) pode ser escrita na forma:
i(t) =1-cos(wt) (2)

Ambas as equacgdes descrevem equagdes de onda, onde V é o potencial
aplicado, medido em Volts (V), |, € a amplitude de corrente, medida em Ampers (A),

o € a frequéncia angular definida como w = 2 rf, e t € o tempo em segundos (s).

Figura 6. Voltagem através de uma fonte ca senoidal.

Voltagem Voltagem Voltagem
positiva 7ero negativa

. >
/

o[ V] \/

Fonte: D. YOUNG; A. FREEDMAN, 2015

Ao compararmos os perfis para o par sinal/resposta podemos notar que a
corrente oscila com a mesma frequéncia que o potencial aplicado (ou vice-versa), mas
com um deslocamento de fase dependente de um angulo ¢, chamado de angulo de
fase. (LASIA, 2014) O angulo de fase é obtido através da representagéo dos valores
de correntes e tensdes utilizando diagramas vetoriais, semelhantes aos usados nos

estudos dos movimentos harmonicos simples (Ver figura 7).



Figura 7. Representacao de sinais sinusoidais aplicados a sistemas simples. Acima, um circuito
formado por uma fonte ac e um resistor. Abaixo, um circuito formado por uma fonte ac e um indutor.
Em ambos os casos (a) representa o comportamento de corrente e potencial em relagao ao tempo e

(b) diagramas de fasores para os respectivos casos.
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Nesses diagramas, o valor instantdneo de uma grandeza que varia

senoidalmente com o tempo é representado pela projegéo sobre o eixo horizontal de

um vetor cujo comprimento fornece a amplitude da grandeza considerada. O vetor gira

em sentido anti-horario com velocidade angular constante . Esses vetores rotativos

sdo chamados de fasores, e um desenho com essas grandezas € chamado de

diagrama de fasor. O angulo entre um fasor da fungcao potencial e fasor da fungao

corrente € chamado de angulo de fase, ¢. Geralmente, representa-se as fases da
voltagem em relacao a corrente. (D. YOUNG; A. FREEDMAN, 2015)

A definicao de impedancia é dada por:

_m_ V-cos(wt)
- i(t) T Icos(wt+p)

cos(wt)
0 cos(wt+¢)

©)

Solugbes para sistemas formados por varios elementos em diferentes

arranjos, geralmente, estdo no campo dos numeros complexos. Para esses sistemas,
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a obtencao dos perfis de resposta se torna dificil resolugéo pois envolve o uso de
diferentes equacgdes diferenciais integrais. No entanto, as transformagdes de
Laplace/Fourier permitem transformar essas equacgdes diferenciais/integrais em
equacgdes algébricas, facilitando sua resolugdo. Utilizando-se dessas transformacgdes,
pacotes de software para andlise de dados de EIE possibilitam determinar a
impedancia de um sistema e resolver a equagao 3 para um sistema qualquer. (LASIA,
2014)

O resultado é um valor complexo, expresso em fungéo de :
Z(w)=Z"+jZ" (4)

Esses valores podem ser representados utilizando coordenadas retangulares® em um
plano Re x Im, o que da origem ao diagrama de Argand*. A figura 8 ilustra a

impedancia em termos desse diagrama.

Figura 8. A impedancia é resultado do quociente entre a fungéo ddp e fungao corrente. Pode ser
expressa em termos de médulo de impedancia |Z|, e angulo de fase ¢, ou com um grafico de Zre vs
Zim (Nyquist).

Z,

() |

=
ZR
Fonte: LASIA, 2014
Se usarmos coordenadas retangulares temos:
Z' = Re(Z) = |Z| cos(¢) (5)
Z" =Im(Z) = |Z|sin(¢p) (6)

3 Também chamadas de coordenadas polares.
4 Também conhecido como plano complexo ou, mais popularmente, grafico de Nyquist.
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Ao se realizar uma varredura em uma faixa de frequéncias, o diagrama de
Argand assume formas caracteristicas de acordo com os diferentes processos que
ocorrem no sistema sob investigacdo. A figura 9 mostra um diagrama com formato

caracteristico para um eletrodo imerso em solucéo na presenc¢a de uma reagao redox.

Figura 9. Plot Nyquist e circuito de Randles para um eletrodo em contato com eletrdlito. Cq representa

a capacitancia de dupla camada elétrica resultante de carga sendo acumulada na interface eletrodo-

solucdo. Rct representa o fluxo de corrente devido a processos redox na interface. W é a impedancia

de Warbung resultante da impedéancia quando a corrente sofre influéncia de processos difusionais do
seio da solugao para a interface. Rs é a resisténcia da solucéo.

A Co
Z,
© _ 1 Ryo
max R-C Rer

X Ly
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R, | RAR,
RS+RCT'2G'CDL

>

Fonte: LASIA, 2014.

Existem dois modos de tratamento de dados obtidos por EIE: Um deles é o
tratamento matematico que, usando expressdes padrdao de Nernst-Planck-Einstein,
Poisson, etc., prevé resolucdes analiticas para as caracteristicas do sistema. O outro
se trata de um circuito elétrico atribuido aos processos eletroquimicos que ocorrem,
simulando respostas semelhantes de correntes as que sdo produzidas pelo sistema
analisado. A resposta de uma varredura de EIE pode entdo ser associada a um circuito
elétrico que descreve as reagdes ocorrendo no sistema e, a partir do tratamento
adequado de dados, essa técnica permite a obtengdo completa e detalhada das
caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solugao, tornando-se assim amplamente
empregada como método de monitoramento de reagbes em biossensores
eletroquimicos. (LASIA, 2014; LISDAT; SCHAFER, 2008)
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2.5.2 Voltametria ciclica

Voltametria ciclica € uma técnica padrao de analise do comportamento de
oxirredugcao de espécies eletroativas. Consiste na aplicagdo de um potencial que é
variado de forma triangular com o tempo em relagcdo a um eletrodo de referéncia
(figura 10). Se uma espécie sofre reagao de transferéncia de elétrons, o grafico,
chamado de voltamograma, é plotado em relag&o ao potencial aplicado, gerando uma
curva caracteristica. (PACHECO et al., 2013; SKOOG, 2014)

Figura 10. Grafico de a) potencial aplicado em relagéo ao tempo e b) voltamograma ciclico resultante
para atividade redox envolvendo transferéncia de 1 elétron. Fonte

0.9 4
a b I
@ ol ® \
0.7 1
i 70
ur <
2 v
B w591 § 00 {
o 5
e o
2
C(E 0.3 4 75
Ic
0.1 - - - -14.0 T T T
0.0 3.5 70 105 140 0.1 03 05 07 0.9
T(s) Potencia (V) vs E,

Fonte: KHALAFI et al., 2021

Quando o potencial é variado durante uma medida de CV, as concentragdes
das espécies eletroativas préximas ao eletrodo mudam com o tempo. A equacao de

Nernst relaciona essa concentracdo com o potencial aplicado. (ELGRISHI et al., 2018)

—yo L Rt 1ox] _ 10 RT 10x]
V=Vt ing = V0 + 23026 logio s (7)

Onde V é o potencial medido no sistema e V° é o chamado potencial formal,
obtido quando as concentracbes de ambas as espécies oxidada, [Ox] e reduzida,
[Red] séao iguais (logo, a corrente é igual a zero). R é a constante dos gases, T é a
temperatura, n € o numero de elétrons envolvidos na reacao e F é a constante de

Faraday.
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A combinagao de velocidades de migracao de espécies da/para a superficie
do eletrodo de acordo com o potencial aplicado, da origem a separagao de picos
levando ao formato caracteristico em forma de “pato”. (ELGRISHI et al., 2018)

O que define a escala de tempo desse tipo de medida € a velocidade de
varredura, ou seja, a velocidade com a qual o potencial € variado durante o
experimento, o que faz dessa técnica uma 6tima escolha para estudos cinéticos
envolvendo transferéncia de elétrons. (BARD; FAULKNER, 2001; KHALAFI et al.,
2021)

A técnica é uma ferramenta favoravel para estudos exploratorios e suas
aplicagdes incluem caracterizar o comportamento redox de compostos, determinar
processos quimicos que precedem ou sucedem reacgdes eletroquimicas, avaliar a
cinética de transferéncia eletrbnica e muitas vezes, analise quantitativa. Quando
associada a outras técnicas, a voltametria ciclica pode ser utilizada para elucidar

processos complexos e corroborar com resultados ja obtidos.

2.6 O trabalho de Serrano, 2021

Em 2021, um artigo publicado por Serrano na Analytical and Bioanalytical
Chemistry, demostrou o trabalho do grupo de pesquisa LOOSA no desenvolvimento
de um biossensor eletroquimico capaz de quantificar STX em agua.

A metodologia de fabricagdo do dispositivo proposta pelo grupo consiste na
imobilizagdo da sequéncia de oligonucleotideo (APT) em uma superficie de ouro
(eletrodo) através do processo de adsorgao de tidis, passivacao da superficie nao
totalmente coberta utilizando MCH (através do mesmo processo) e detecgédo de STX
em agua através de parametros eletroquimicos utilizando a técnica de EIE. Os
procedimentos do trabalho sao descritos de forma simplificada no fluxograma

apresentado na figura 11:
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Figura 11. Fluxograma resumindo as etapas de fabricacdo de um biossensor eletroquimico, propostas
e utilizadas por Serrano.

Fabricagdo e limpeza
de eletrodos de
ouro

Imobilizagdo de APT
através da técnica
de drop casting
utilizando tampédo

TE

Imobilizagdo de
MCH utilizando
tampdo Fosfato

Complexagdo com
STX utilizando
tampédo Trizma-HCl

Medidas
eletroquimicas em

PBS + [Fe(CN)g 3/+

Fonte: Elaborado pelos autores.

Medidas de CV e EIE foram utilizadas para acompanhar cada etapa do
processo utilizando cerca de 50,0 mL de solugdo tamp&o PBS + [Fe(CN)e]**3* a 5,0
mmol. L-'em agua.

Em seu trabalho, o autor avaliou a dependéncia dos valores de Rct com a
concentragao de saxitoxina bem como durante todo o processo. A figura 12 resume o

trabalho de Serrano e colaboradores.
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Figura 12. Resultados de CV e EIE para as diversas etapas de fabricagdo do biossensosr proposto
por Serrano, 2021. (a) diagramas de nyquist normalizados para STX em diferentes concentragées. (b)
curva de calibragéo obtida a partir dos dados anteriores. (c) dados de CV e (d) EIE obtidos para as
diferentes etapas de fabricagdo do biosensor. As medidas foram realizadas em tampao PBS
contendo 5,0 mM do par redox [Fe(CN)e] 374",
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Fonte: Retirado de Serrano, 2021

Essa publicagdo foi utilizada como ponto de partida para o estudo

apresentado nesta dissertacao.
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OBJETIVOS

Objetivos GERAIS:

Revisdao do processo de fabricagdo de um biosensor eletroquimico
proposto por Serrano,2021, atualmente em estudo no grupo de pesquisa
LOOSA;

Analises dos processos de fabricagao utilizados e racionalizagdo de

possiveis otimizagdes nas condi¢des de fabricagao utilizadas;

Objetivos Especificos

Fabricacéo de eletrodos de ouro a serem utilizados nesse trabalho;
Funcionalizagao de eletrodos utilizando compostos com terminagao tiol;

Avaliacédo do processo de adsorcédo e formacdo de monocamada auto-
organizada utilizando uma sequéncia de Aptadmero com grupo tiol e 6-

mercaptohaxanol em eletrodos de ouro através da técnica de EIE;

Teste de aplicagdo dos eletrodos funcionalizados em diferentes

concentracdes de saxitoxina em meio aquoso;
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4  MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi conduzido em 3 etapas principais, que englobam os objetivos
do projeto de pesquisa (ver figura 13). Durante a primeira parte, foi realizada uma
avaliacao do trabalho publicado por Serrano e levantamento bibliografico acerca dos
processos utilizados. Na segunda etapa, foram propostas mudangas no processo a
fim de simplificar a fabricacédo do dispositivo. E por fim, na terceira etapa a parte pratica
do projeto foi aplicada, com a avaliagdo do ajuste no modo de fabricagéo e testes com
STX.

Figura 13. Fluxograma representativo das etapas deste projeto de pesquisa.

Esquema das estapas do
projeto

10 30
Avaliagdo de processos
passiveis de otimizagdo e
proposi¢do de mudangas na
metodologia

Investigacdo da aplicabilidade
do processo para fabricagdo
dos dispositivos

Revisdo da metodologia
proposta por Serrano para
fabricagdo do biossensor

Fonte: Elaborado pelos autores.

4.1 Materiais utilizados

Neste trabalho foi utilizada uma sequéncia de oligonucleotideo adquirida
comercialmente junto a empresa GenOne. A estrutura foi funcionalizada com um
grupo tiol na extremidade 3’ e apresenta a seguinte sequéncia: 5’- T TGA GGG TCG
CAT CCC GTG GAA ACA GGT TCA TTG AAA AAA AAA AA-3’-Ce-SH (Kd = 133 nM
em PBS-T), que foi descrita por Zheng e colaboradores como sendo otimizada para
ligagdo com STX.


https://www.genone.com.br/
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Tampao Trizma-HCI (pH=5), Acido Etilenodiaminotetracético, 6-Mercapto-1-
hexanol, Solucdo de Saxitoxina em HCI, hidroxido de potassio, Suspensdes de
alumina (1,0 e 0,3 ym), tampéo fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS, pH=7,4),
Hexacianoferrato de Potassio (Il e Ill), Cromo e Ouro para evaporag¢ao foram todos
adquiridos comercialmente junto a Sigma-Aldrich.

Laminas de silicio tipo P (dopado com Boro, plano 100) foram obtidas junto

ao Laboratorios de Sistemas Nanoestruturados — LabSiN da Universidade Federal de

Santa Catarina.

Durante toda a realizagao desse trabalho foi utilizada agua deionizada (AD,
Millipore®, 18,2 MQ/cm) adquirida junto ao Laboratoério de Filmes Finos e Superficies
— LFFS da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.2 Preparo das solucdes

Para a reconstituicdo do aptamero® a ser utilizado, foram seguidas as
orientagdes basicas descritas em notas técnicas de AMRESCO® Buffers(“AMRESCO
Buffers”, 2001) e AMSBIO protocol (“General Handling Protocol for Aptamer”, [s.d.])

Primeiramente o tubo com o material liofilizado foi levado a uma centrifuga por 10

minutos para garantir eu todo o conteudo estivesse disponivel no fundo do tubo. Apds
esse processo, a faixa de DNA foi reconstituida em 630uL de solugdo tampao TE,
seguida de agitacdo leve por cerca de 5 minutos. O material, foi dividido em 42
aliquotas de 15uL, cada uma em um tubo eppendorf de 2 mL. Esse material foi
guardado no congelador até o uso.

Solugdes contendo APT, MCH e STX foram preparadas a partir da dissolugao
de quantidades cuidadosamente avolumadas em tamp&ao PBS em agua deionizada
contendo 10mmol.L-! de Ka[Fe(CN)s] e 10mmol.L-" de K3[Fe(CN)e] .

4.3 Fabricacdo dos eletrodos de ouro

Neste trabalho, foram utilizados eletrodos compostos por uma fina camada de
ouro depositada sobre a superficie de silicio (substrato) utilizando Cromo (Cr) como

agente de ligacao.

SReconstituicdo corresponde a adigdo de um excipiente proprio a um medicamento
em po6 ou po liofilizado para obtencéo do farmaco em solugao.


https://labsinano.paginas.ufsc.br/
https://lffs.paginas.ufsc.br/
https://lffs.paginas.ufsc.br/
https://us.vwr.com/cms/applications_and_protocols
https://www.amsbio.com/
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As laminas de silicio foram submetidas a limpeza através de imersdo em
acetona durante 20 minutos seguida de imersdao em etanol por 5 minutos e extensa
lavagem com AD. As laminas foram secas com jatos de gas nitrogénio (2.2) logo apos
alavagem com AD e imediatamente antes do processo de deposi¢ao. Para o processo
de deposigao foi utilizada uma evaporadora Thermionics, 3kW. A taxa de evaporagéao
foi mantida constante em cerca de 0,5 (unidade/segundo) por aproximadamente 1:30
minutos. Obtendo-se assim uma espessura de 5 nm de Cromo cobertos por uma

camada de 50 nm de ouro. O material foi reservado até o uso.

4.3.1 Limpeza eletrodos de ouro

Cada eletrodo foi submetido a um processo de limpeza anterior ao uso de
acordo com a metodologia descrita por (SERRANO et al., 2021). A influéncia desta
etapa para o processo de fabricacdo de biosensor ndo foi avaliada nesse trabalho e,
portanto, segue sem modificagdes:

a) Limpeza fisica: os eletrodos foram gentilmente polidos com auxilio de um
tecido (flanela 100% algodao) utilizando-se duas suspengdes aquosas de
alumina (Al,O3) com particulas de aproximadamente 1,0 mm e 0,3 mm de
diametro, de forma consecutiva. Apoés o polimento os eletrodos foram
lavados com agua deionizada e submetidos a um banho assistido por
ultrassom. Apés o banho, os eletrodos foram novamente lavados com AD e
armazenados em também em AD até a proxima etapa.

b) Limpeza quimica: Os eletrodos que passaram pela etapa de limpeza fisica
foram imersos em uma solu¢do contendo KOH 50,0mM/H202 30% em uma
proporcado 3:1, respectivamente, durante 10 minutos. Apds esse periodo,
foram lavados com AD armazenados em AD até a préxima etapa.

c) Limpeza eletroquimica: Apos a etapa de limpeza quimica os eletrodos foram
submetidos a polimento eletroquimico composto por voltametria ciclica (200
~ 1200 mV (vs. Ag/AgCl), 50mV/s) em KOH 50,0mM. Apds 20 ciclos, os
eletrodos foram lavados com agua e imediatamente e um espectro de EIE
foi recordado para cada um.
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4.3.2 Funcionalizagao da superficie

Cada eletrodo, foi submetido a incubagao (imerséo) em solugado de APT 1,0
umol.L-" por longos periodos de tempo para avaliar o processo de adsorgdo na
superficie de ouro, seguidos de incubagao (imersdo) em uma solugado contendo 1,0

mmol.L-' de MCH durante o tempo necessario para alcangar o equilibrio.

4.3.3 Complexagao APT-STX

Para avaliar o processo de formagcdo do complexo APT-STX, os eletrodos
funcionalizados foram imersos em solugdo aquosa de PBS + [Fe(CN)s]*/*> contendo

diferentes concentracdes de STX.

4.4 Caracterizagao eletroquimica

Durante a caracterizagdo eletroquimica, foi adotado um sistema de trés
eletrodos, sendo um eletrodo de Ag/AgCIl como referéncia, enquanto um eletrodo de
platina foi utilizado como contra eletrodo. O eletrodo de trabalho feito de Au com area
superficial de aproximadamente 60,0 mm?. As medidas foram todas realizadas em
temperatura ambiente utilizando uma solugdo de 10,0 mmol.L™" do par [Fe(CN)s]**/3*
em PBS (pH=7,4). O volume de trabalho utilizado foi de aproximadamente 10,0 mL.

Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizadas
utilizando-se um Potenciostato/Galvanostato Methron Autolab com médulo analisador
de frequéncia FRA2. A varredura de frequéncia ocorreu na faixa de 10! até 105 Hz
com amplitude de 10,0 mV. O valor para potencial de circuito aberto (OCP) foi tomado
antes de cada medida e utilizado como potencial aplicado a célula.

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas em uma faixa
correspondente a + 300 mV em relacdo ao OCP Vs Ag/AgCl. A velocidade de
varredura utilizada para as medidas variou na faixa entre 300~50 mV.s™.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Revisao do trabalho proposto por Serrano, 2021

Durante a revisao do trabalho, 3 pontos foram observados, fundamentais para
garantir a estabilidade reprodutibilidade do sistema biosensor durante as medidas
eletroquimicas. Esses pontos foram usados para guiar o andamento desse trabalho e

serdo abordados nos proximos topicos (7.1.1 até 7.1.3)

5.1.1 Ajuste da concentracao do par redox para medidas eletroquimicas

Todas as solugdes eletroliticas possuem uma resisténcia intrinseca, chamada
Rsol, composta por duas componentes (figura 14):
e Rc, compensada pelo préprio equipamento junto ao contra eletrodo

¢ Ry, chamada resisténcia ndo compensada (uncompensated resistence).

E por isso o potencial medido pode ndo ser o mesmo que o potencial
sentido na superficie do eletrodo. (ELGRISHI et al., 2018)

Figura 14. Representagédo de uma célula eletroquimica acoplada a um potenciostato. Se a
condutividade da solugao aumenta, Rsol diminui e, portanto, Ru também diminui. Encurtar a distancia
entre os eletrodos de Trabalho, WE e referéncia RE, também diminui os valores de Ru. Rc geralmente
€ compensada pelo potenciostato quando usamos contra eletrodo, CE

R

sol

Fonte: ELGRISHI et al., 2018

Para contornar esse problema, é aconselhavel a adogao de trés praticas
comuns:
a) Utilizar um eletrodo de trabalho de area menor ou menores velocidades de
varredura (para voltamogramas);
b) Aumentar a concentragéo de eletrdlito;

c) Diminuir a distdncia de separagéo entre eletrodos de referéncia e trabalho.
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Durante medidas eletroquimicas, 0 que se deseja obter s&o curvas que
reflitam os processos que ocorrem na superficie e a corrente que passa por um
sistema depende da condutividade da solu¢do. Uma maior concentragao de eletrdlito,
diminui tal resisténcia, deixando o processo mais fiel e confiavel. (BARD; FAULKNER,
2001) Além disso, alguns trabalhos descrevem como € possivel melhorar o ajuste
tedrico de um espectro de impedancia eletroquimica ao se trabalhar com solugdes
mais condutoras. (EATON; GEORGE; HANANIA, 1967; LASIA, 2014; SLUYTERS,
1960)

Isso posto, o primeiro ponto a ser avaliado foi a necessidade de corre¢ao das
concentragcdes do par redox utilizadas para medidas eletroquimicas. Esses valores
foram avaliados a partir de medidas de EIE utilizando eletrodos de ouro nao
modificados (apenas ouro, apds o processo de limpeza). Os testes foram realizados
variando-se as concentragdes do par redox ([Fe(CN)e]) de 2,5 até 12,5 mmol.L".

A figura 15 mostra as curvas de EIE obtidas.

Figura 15. Espectros de EIE para eletrodo de ouro com diferentes concentragdes do par redox.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Quando a concentragdo do par redox excede o valor de 10,0 mmol.L" a
resisténcia da solugcdo apresenta valor praticamente idéntico, ndo compensado o
aumento de concentragao a partir desse ponto. Logo, esse valor foi escolhido como a

concentracao de trabalho.
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5.1.2 Ajuste da janela de potencial utilizada

Outro quesito a ser avaliado em medidas eletroquimica € a chamada janela
de potencial, que determina os valores limites de potencial que podem ser aplicados
ao sistema sem acarretar reagdes indesejadas.

Para avaliar a estabilidade dos eletrodos de ouro sob a faixa de potenciais
utilizados, curvas de voltametria ciclica foram tomadas para o sistema com e sem
presencga do eletrolito suporte (apenas com tamp&o PBS) enquanto o potencial foi

varrido entre -1,0 e +1,0 V.

Figura 16. Superior: curvas de voltametria ciclica para um eletrodo de ouro em PBS apenas (curva
azul) e na presenga do par redox(vermelha). O potencial foi varrido na faixa de -1,0 ~+1,0 V em
versus Ag|AgCI. Inferior: comparagéo da curva para PBS apenas(azul) com a janela de potencial com
fluxo de corrente desprezivel(verde). A velocidade de varredura foi de 0,1 V/s.
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Fonte: Elaborado pelos autores.
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Na figura 16 podemos observar o comportamento de um eletrodo de ouro em
solugdo PBS (curva azul) em compar/agdo com o mesmo sistema com adicao de
[Fe(CN)6]¥- (curva vermelha). Os potenciais foram aplicados em relagdo ao valor de
OCP medido antes de cada varredura. Para o sistema sem a presenca do par redox,
o valor encontra-se bem proximo de zero, enquanto o sistema contendo o esse
indicador o valor foi préximo de 220 mV. A varredura de potencial foi realizada primeiro
em direcdo a valores mais positivos (oxidagdo) até aproximadamente 1,0 V onde
ocorreu a inversdo de varredura para valores mais negativos (redugao) até o valor de
aproximadamente -1,0 V, onde ocorreu uma nova inversao e o valor de potencial
aplicado retornou ao valor de OCP.

A diferenca entre os valores de corrente na presencga e auséncia do par redox
€ bem evidente. Enquanto temos uma regido capacitiva (corrente zero) no inicio da
varredura para o sistema sem o par redox, a adi¢gdo de [Fe(CN)6]®- gera picos de
corrente significativos em torno de 0,323 correspondentes ao processo de oxidagao
da espécie [Fe(CN)6]3. O mesmo é observado quando avaliamos a corrente gerada
préximo a 0,123 V que corresponde a redugédo de [Fe(CN)6]* enquanto para o
sistema contendo apenas PBS o pico ¢ inexistente.

Outros sinais sao observados para ambos os sistemas, devendo estes serem
resolvidos separadamente. Quando o potencial é direcionado para valores mais
positivos, vemos um pico anddico com inicio em aproximadamente 0,7 V para a curva
em azul. Isso indica o inicio do processo de oxidagédo do ouro, seguido de evolugéo
de hidrogénio e, consequente, degradacado do eletrodo. Para potenciais mais
negativos, vemos um pico catddico de formagao de perdxido, também com carater
degradativo. Essa mesma curva pode ser comparada com uma varredura utilizando
uma menor janela de potencial (em verde) escolhida para excluir os processos
citados.

A figura 17 mostra a repeticdo das medidas para os sistemas anteriores
utilizando uma janela de potencial menor. Novamente, observamos uma curva
caracteristica para o par [Fe(CN)s]*'®, com picos de oxidagéo e redugdo proximos a
+0,32 e +0,12 V, respectivamente. Fica evidente o carater reversivel das reagdes. A
linha base, apenas com PBS nao mostra nenhum pico apreciavel nessa faixa e o valor

de OCP para solugdes contendo o par redox fica em torno de 220 mV.
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Figura 17. Voltamograma ciclico para o eletrodo de ouro em PBS apenas (Azul) e na presenga do par
redox. As linhas tracejadas marcam janela de potencial utilizada, entre -0,1~0,5 V vs Ag|AgCI. A
velocidade de varredura foi de 0,1 V/s.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A partir desses dados, os valores para uma janela de potencial segura a ser
utilizada durante os estudos eletroquimicos foram estabelecidos como = 300 mV a
partir do valor de OCP.

5.1.3 Uso de diferentes solventes (tampées) durante a modificagdo dos

eletrodos

O trabalho proposto por Serrano, 2021 emprega o uso de moléculas contendo
grupos tidis em suas terminagdes. Tais compostos possuem a habilidade de ligarem-
se em superficies metalicas. Esse processo leva a formacgao das chamadas camadas
auto-organizadas, SAMs (Self-Assembled Monolayers). Esse tipo de sistema é
formado a partir das diferentes interagdes que moléculas vizinhas possuem, levando
a formacdo de um sistema empacotado, com alto grau de organizagéo. (ALMEIDA,
2010; VERICAT et al., 2010)
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Alguns exemplos de compostos contendo a terminagao tiol sdo mostrados na

figura 18.

Figura 18. A esquerda, alguns exemplos de compostos contendo tidis, capazes de formar SAMs em
superficies metalicas. a) 1-Nonanotiol, b) Tiofenol, c) 1,8-octanoditiol, d) dissulfeto de dinonanoila, e)
1,1-dinonanotiol. A direita esquema de uma molécula de decanotiol adsovida em superficie de ouro
com angulos tipicos de a=30°, b=55°, e c=14° para uma configuracao estendida. Esferas vermelhas
representam enxofre, azuis representam carbono, brancas representam hidrogénio e amarelo para

ouro.
B
.
] Grupo terminal

Cadeia

Grupo cabeca

Fonte: VERICAT et al., 2010

Podemos considerar como um consenso na literatura que o processo de
formacao de SAMs por tidis sobre ouro ocorre em etapas (VERICAT et al., 2010):
a) adsorcgao sobre a superficie de ouro
b) formacéao de ligacdo Au-S
c) rearranjo estrutural e empacotamento.
De modo geral, as primeiras duas etapas do processo podem ser resumidas
de acordo com duas equacdes quimicas que representam os processos de adsorg¢ao

(8) e formacao de ligacado quimica de tidis sobre uma superficie de ouro (9):
CH;(CH,),SH + Au —» (CH3(CH,),SH) 445 AU (8)
(CH;(CH,),SH) 44s Au —» CH3;(CH,),S — Au + %Hz (9)

Vericat e seus colegas sugerem um esquema para entender melhor o
processo total, até a completa formagado de uma monocamada. Na figura 19 podemos
ver o que eles sugerem serem duas etapas distintas (nucleagéo e formagao das
SAMs) que envolvem o0s processos de rearranjo estrutural. Este rearranjo ocorre

porque SAMs sao muito sensiveis a mudancas no carater dielétrico de solventes.
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Figura 19. Esquema dos diferentes passos durante a formacao de SAMs a partir de tidis sobre
superficie de ouro. i) fisissorgao, ii) fase “deitada” (quimissorgéo), iii) nucleagao e fase “de pé”, iv)
levante completo
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Fonte: VERICAT et al., 2010

Uma questéo de extrema importancia ao se trabalhar com SAMs é a cinética
do processo de organizagao desse tipo de sistema. Estudos mostram processos de
formagcao de monocamadas variando de algumas horas até alguns dias, dependendo
do tipo de cadeia que a molécula apresenta, modo de formagao da monocamada, e
do meio em que o material esta inserido. (SUBRAMANIAN; LAKSHMINARAYANAN,
2000)

XU e sua equipe propde que, para estudos utilizando SAMs, o mais adequado
€ que se utilize o mesmo solvente para diminuir efeitos de interacao e rearranjo das
monocamadas (XU et al., 2019) enquanto que o grupo de Zheng, que desenvolveu o
aptémero utilizado neste trabalho, deixa claro o uso do mesmo tampéao, PBS-T,
durante todo o processo de avaliacao para evitar interferéncias indesejadas. (ZHENG
et al., 2015)

Com base nesse topico, o presente trabalho propée uma mudanca no
procedimento de fabricacao de biossensores de Serrano através da utilizagdo de um
unico solvente (um unico tampao) durante todo o processo, em lugar de varios. Para
tanto, todo o trabalho foi desenvolvido em solugéo tampao PBS contendo 10,0 mmol.L-

" do par [Fe(CN)e6]¥* em AD, exceto quando for dito o contrario.
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Quadro 2: Lista de comparagéo das solu¢des tampao utilizadas por Serrano, 2021 e as utilizadas
neste trabalho.

Tampoes utilizados por Serrano: Tampoes utilizados neste trabalho:
TE (armazenamento e diluicao apt), TE (armazenamento apt)
PB (armazenamento e diluicdo MCH) Triz-HCI (Armazenamento STX)
Triz-HCI (Armazenamento e diluicao PBS (diluicao e medidas
STX) eletroquimicas)

PBS (medidas eletroquimicas)

Fonte: Elaborados pelos autores.

O quadro 2 traz as listas de tampdes utilizados por Serrano, 2021 e os
sugeridos neste trabalho para comparagdo. Os tampdes TE e Triz-HCI, antes
utilizados em grande quantidade para diluicdo de amostras e preparo de eletrodos,
serao utilizados neste trabalho apenas para armazenamento de material (APT e SXT,
respectivamente) em volumes reduzidos. Portanto seu uso, em termos de volume, foi

praticamente insignificante neste trabalho.

5.2 Avaliagao dos eletrodos nao modificados

O procedimento para fabricagdo e limpeza dos eletrodos de ouro utilizados
durante esse trabalho nao sofreu alteracéo, portanto € o mesmo processo proposto
por Serrano, o qual esta descrito na sessao de procedimentos experimentais.

A figura 20 ilustra uma curva de EIE tipica para os eletrodos produzidos, apos
processo de limpeza. Através do semicirculo no grafico de Nysquist é possivel calcular
a resisténcia a transferéncia de carga para o eletrodo de ouro (Rct) € toma-la como

base para avaliar o processo de limpeza.
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Figura 20. Diagrama de Nyquist para um eletrodo de ouro apds processo de limpeza. A insergao
mostra o circuito de Randles (modificado) que foi utilizado para o ajuste teérico da Impedancia.
O grafico na parte de baixo mostra os valores de Rct em relagao ao tempo.
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Fonte: elaborado pelos autores.

Nota-se que a regido dominada por baixas frequéncias (parte linear, a direita)
se apresenta como muito superior aquela de altas frequéncias (semicirculo, a
esquerda). Demonstrando que o processo de transferéncia de carga se da de forma
muito rapida para o sistema avaliado.

Os dados obtidos foram modelados de acordo com o circuito de Randles
(insergéo da figura 20) de onde os valores de resisténcia de transferéncia carga foram
obtidos. E possivel observar um decréscimo no valor de Rct até uma faixa de
aproximadamente 62,062 Ohm. A diferenca no valor de Rctentre o 1° e o 10° ciclo é
de aproximadamente 5,04%. Tanto o valor de Rct quanto a baixa variancia entre os
valores ap6s varias medidas, evidenciam um bom processo de limpeza. (FISCHER et
al., 2009)
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5.3 Avaliagao dos processos de formagao de SAM

Para avaliar o processo de adsorcgdo, foram realizadas medidas de EIE em
diferentes tempos durante a imersao dos eletrodos para as solugdes de APT, MCH e
Sxt (ver apéndices B e C). A avaliagdo desse processo visa trazer luz sobre o equilibrio
e estabilizagdo das monocamadas formadas, a fim de dirimir desvios e interpretacoes
errbneas de sinais.

A figura 21 mostra os valores de Rct obtidos para o processo de formacéo de
monocamadas com Au/APT e Au/APT/MCH em relagdo ao tempo. E possivel

identificar duas regides presentes em cada processo:

a) Em um primeiro momento, o valor de Rct apresenta um crescimento
rapido, chegando a um pico.

b) Apds esse periodo observa-se um decréscimo lento desse valor que
se estabiliza a partir de algum tempo. Desse momento em diante o

valor de Rct ndo apresenta mudanga significativa

Para o caso da formacao de monocamada de APT, o pico atinge um valor de
Rct equivalente a quase 25 vezes o valor para eletrodos de ouro em um periodo de 3
horas. Apds esse periodo observa-se um decréscimo lento desse valor que se
estabiliza a partir de algum tempo em torno de 10 horas. Desse momento em diante
o valor de Rct ndo apresenta mudanga significativa. ARcté de aproximadamente 4,61
Q por hora, o que representa uma diferenca de cerca de 1,39% entre uma medida e
outra. Além disso, o desvio entre os resultados representa menos de 5% em relagao
valor médio dos ultimos 10 pontos.

A parte inferior da figura 21 mostra os valores de Rctpara adsor¢do de MCH
apos o processo de modificagdo com APT. O mesmo comportamento € observado,
no entanto, o processo alcanga um valor de pico em torno de 1 (uma) hora, muito mais
rapido que o anterior. O processo de estabilizacdo, porém, aparenta ser bem mais
lento, levando um periodo superior a 17 horas para atingir um completo equilibrio.
O carater resistivo da camada formada € bem mais pronunciado do que aquele para

modificagdo com APT. Enquanto a monocamada de APT atinge um equilibrio em algo
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em torno de 338,32 + 14,02 Q, a subsequente modificacdo com MCH leva a valores

proximos a 3156,85 + 5,3 Q2. Quase 10 vezes maior.

Figura 21. Valores de Rct obtidos para diferentes tempos de imerséo dos eletrodos de ouro em

solugdes contendo APT 1,0 umol.L-'(azul) e solugédo contendo MCH 5,0 mmol.L-! (Laranja). Os

valores foram obtidos a partir do ajuste tedrico de curvas de EIE tratadas com software NOVA
enquanto cada média e desvio padrao apresentado foram calculados a partir de 3 medidas distintas

utilizando Microsoft Excel.
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Fonte: elaborado pelos autores.

Estes dados demonstram a possibilidade de obtencdo de uma linha base

estavel (a0 menos em termos de Rct) a partir de modificagdes de superficie de ouro

com tidis se utilizarmos tempos mais longos de organizagéo.
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5.3.1 Estimativa da taxa de cobertura

A taxa de cobertura para eletrodos de ouro modificados com APT e APT/MCH
foi estimada em relacdo ao tempo utilizando-se trés modelos discutidos por
CAMPUZANO et al., 2006. Os autores sugerem a possibilidade de se calcular a
distribuicdo/dimensao de “buracos” na superficie de um eletrodo modificado com

SAMs e estimar a taxa de cobertura através dos valores de Rcte pico de corrente (i):

R?uE
oR =1 - (RgéM) (10)
i ip
9cv=1—(i§1ﬁ) (11)

Para essas equagdes, os termos RA*E e R3AM correspondem as resisténcias
por transferéncia de carga calculadas para o eletrodo de ouro (indice AuE) e eletrodo
modificados com SAM (indice SAM) respectivamente. Enquanto a estimativa
utilizando medidas de CV empregas os picos de corrente para 0s mesmos casos, i{,‘”E
picos para eletrodo ouro limpo e i;jAM, pico para eletrodo modificado.

O mesmo trabalho relata, porém, que para um modelo que trata os defeitos
na monocamada formada como se fossem microelétrodos (pinhole model), a equagao

12 seria uma melhor opcao. (CAMPUZANO et al., 2006):

P _1_ "_W)
ok =1 (m_aw (12)

Nesse caso, a avaliagdo € realizada com base no coeficiente Warburg, ow,
tomado a partir dos dados para eletrodos de ouro enquanto m é o angulo da parte
linear quando tomamos um grafico formado com a parte real da impedancia versus o
inverso da raiz quadrada da frequéncia angular (Z' x o2, ver apéndice D) para os

eletrodos modificados.
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Figura 22 Valores de taxa de cobertura © calculados a partir da equag¢ao 10. Em azul, curvas para a
primeira modificagdo com APT, em laranja, valores para a etapa com MCH.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A figuras 22 e 23 ilustram o comportamento da taxa de cobertura para o tempo
avaliado nos experimentos.

Um rapido crescimento no valor de 0Rs é observado durante a primeira hora
de imerséao, seguido por um pseudoplano até proximo de 5 horas quando observamos
um decréscimo até uma estabilizagao. Por esse método, estima-se um fator de 0,780
de cobertura, ou seja, cerca de 78,0% da superficie coberta para o eletrodo modificado
Au/APT.
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Figura 23. Valores de taxa de cobertura © calculados a partir da equagao 9, descrita na segao 7.1.3.
Em azul, curvas para a primeira modificagdo com APT e, em laranja, valores para a etapa com MCH.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Ao avaliarmos 6Pis, observamos um comportamento bem parecido para a
primeira modificagdo, um rapido crescimento no valor, seguido de processo lento de
sua redugao até atingir equilibrio por volta de 10 horas. Ja para a segunda
modificagdo, o comportamento apenas mostra uma diminuigdo no valor de 6Pis com
um comportamento tendendo a uma estabilizacdo para periodos maiores dos que os

adquiridos aqui.
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Vale notar a diferenca de valores estimados para cobertura entre 0Ris e 0Fis,
enquanto os valores do primeiro estdo compreendidos entre as primeiras casas
decimais, o segundo esta compreendido apds 5 casas decimais, ou seja, os valores
estdo muito mais préximos da unidade. A tabela 1 resume os dados para taxa de

cobertura calculados por diferentes métodos, incluindo o valor obtido por CV.

Tabela 1.Valores de cobertura do eletrodo de ouro calculados a partir dos valores de Rct pelos
diferentes métodos propostos por (CAMPUZANO et al., 2006)

® (em relagao ao eletrodo de ouro nao modificado)

APT MCH
i 0,605 0,803

o 0,780 0,976

0P, 0,999995 0,999997

Fonte: Elaborado pelos autores.

Em todos os casos a taxa de cobertura aumenta ao longo de cada processo,
0 que ja era esperado, uma vez que a camada formada com MCH tem o intuito de
bloquear areas deixadas expostas durante a formacao de SAM com aptamero.

Os diferentes valores obtidos sdo provenientes das consideragdes
empregadas nos modelos usados. Enquanto o valor calculado por CV corresponde a
fracao coberta para o potencial de pico, o valor calculado por EIE corresponde a fragao
coberta no equilibrio (OCP). Além do que o acoplamento de processos faradaicos e
capacitivos podem ser resolvidos por EIE, e ndo por CV o que segundo os autores,

também afeta a precisdo dos resultados obtidos pela equacgao 11.

5.3.2 O teste de Kronig-Kramer

Os dados obtidos durante medidas de EIE foram submetidos a uma analise
matematica para determinar a confiabilidade dos dados. O chamado teste de Kronig-
Kramer (KK-test) realiza uma simulacdo de um sistema de resisténcias em série com
capacitores (RC)n que reproduzam os dados obtidos. E a partir dos valores de uma
das componentes (real ou Imaginaria) tenta calcular os correspondentes da outra (ver
Anexo A). Para cumprir os requisitos de Kronig-Kramer, dados obtidos por EIE devem

apresentar:
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a) Linearidade: quando a resposta obtida é linear e a perturbagcédo no sistema é
pequena;

b) Estabilidade: quando o sistema n&o apresenta mudanga com o tempo (dentro
do tempo de uma medida);

c) Causalidade: quando a resposta obtida esta relacionada apenas ao sinal de

excitagao aplicado.

O resultado é representado em termos de pseudo-chi quadrado ( y2%s), quanto
menor esses valores, melhor € a qualidade do ajuste tedrico ao sistema e mais
confiavel é a medida. Como regra geral valores abaixo de 10 representam um ajuste
excelente, atendendo aos critérios observados. Valores entre 10% e 10° sdo
considerados razodveis, e se estiverem entre 10-° e 10 marginais, devendo tomar-
se cuidado ao utiliza-los. Valores acima da faixa de 104 sdo considerados ruins e ndo
confiaveis. (BOUKAMP, 1995; “Kramers-kronig test for Windows”, 2004; “User
Manual’, 2021)

Figura 24. Curva de pseudo-chi quadrado ( x%s) versus tempo de imersdo em APT durante o
processo de avaliagdo de modificagdo com APT. Os valores foram calculados através do software
NOVA e projetados em Microsoft Excel.
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Fonte: Elaborado pelos autores

Para o processo de modificagao Au/APT (figura 24), os valores encontram-se
na faixa considerada marginal durante os primeiros 30 minutos de imerséo, indicando

que o sistema provavelmente é instavel (esta sofrendo mudangas significativas com o
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tempo). Apds isso os valores observados indicam um ajuste razoavel até
aproximadamente 2 horas e, apos esse periodo, o0 ajuste € considerado excelente e o

sistema cumpre perfeitamente os requisitos do teste.

Ja para a modificagdo com MCH (figura 25), os valores de y? também passam
da faixa marginal para razoavel em torno de 30 minutos. No entanto os valores
permaneceram nessa faixa durante todo o procedimento, ja que a velocidade com a
qual decrescem ¢é baixa. Acredita-se a partir dos dados que, uma vez que seja dado

ao sistema tempo suficiente, o sistema atinja valores considerados excelentes.

Figura 25. Curva de pseudo-chi quadrado ( y%s) versus tempo de imersdo em MCH (Apds APT)
durante o processo de avaliagao de adsorgao por EIE. Os valores foram calculados através do
software NOVA.
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Fonte: Elaborado pelos autores

Podemos dizer que o comportamento dos valores de 2 acompanha o sinal
avaliado Rct para os processos de modificagcdo com APT e MCH. Uma mudanga muito
rapida de valores nos primeiros instantes, seguida de uma mudancga lenta apés um
certo periodo. Para a primeira modificacao, temos um alcance do estado de equilibrio
bem mais rapido do eu aquele para a segunda modificacao.
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5.3.3 Analise da reversibilidade da sonda redox

Entender a dependéncia entre pico de corrente, i, e velocidade de varredura
de potencial para um sistema que envolve transferéncia de elétrons € um pré-requisito
para analises por voltametria ciclica, pois as reag¢des que ocorrem no eletrodo
dependem, basicamente, de dois componentes:

a) Transferéncia difusional de massa do analito em solugdo para a
superficie do eletrodo
b) Transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo.

Em alguns casos ainda podem ocorrer reagdes quimicas acopladas a algum
destes processos. E possivel que as espécies eletroativas adsorvam na superficie do
eletrodo, modificando processos de transferéncia de carga e causando interferéncias
no resultado. Portanto, antes de estudar a reatividade da espécie analisada, é
necessario avaliar se essa se mantem homogeneizada na solucéo. (ELGRISHI et al.,
2018; KHALAFI et al., 2021; PACHECO et al., 2013)

Sabemos que a escala de tempo de uma medida de voltametria depende da
velocidade de varredura. Velocidades maiores levam a uma diminuigdo da chamada
camada difusa. consequentemente, maiores picos de corrente sdo observados. Essa

dependéncia é descrita pela equacédo de Randles-Sevcik:
L, = 2,9 - 105n3/2ADY/2Cyy /2 (13)

n € o numero de elétrons da reacgado observada, A é a area do eletrodo (cm?),
D é o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm?/s), C é a concentragéo da
espécie eletroativa (mol/cm?3) e v é a velocidade de varredura (V/s).

Para uma reacao eletroquimicamente reversivel envolvendo espécies
livremente difusas, a equacado de Randles—Sevcik descreve como o pico de corrente
varia linearmente com raiz quadrada da velocidade de varredura. Neste caso, a
reacdo ocorre com velocidade suficientemente alta para estabelecer um equilibrio
dindmico na interface, a equacado Nernst é valida. Como a cinética da reacao de
transferéncia de carga é rapida (Ks > 10" cm/s), apenas a etapa de transferéncia de
massa ira ditar as regras do processo. Quando a velocidade de transferéncia de carga

€ lenta (comparada com a velocidade de varredura) as concentragdes das espécies
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oxidadas e reduzida ndo sdo mais fungdo apenas do potencial, ndo possuindo,
portanto, um comportamento nersntiniano. Consideramos 0 processo como
irreversivel. (ELGRISHI et al., 2018; KHALAFI et al., 2021; PACHECO et al., 2013)

Para uma reagdo quase reversivel (10" > Ks > 10 cm/s), a corrente é
controlada tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de
transferéncia de carga. A equacgéo de Nernst é parcialmente satisfeita. (ELGRISHI et
al., 2018; KHALAFI et al., 2021; PACHECO et al., 2013)

A fim de avaliar o processo para o par [Fe (CN)e]*>/*, foram realizadas medidas
de voltametria ciclica com diferentes velocidades de varredura tanto para o eletrodo

de ouro ndo modificado como para as etapas de modificacao.

Figura 26. Voltametria ciclica com diferentes velocidades de varredura para as etapas de modificagao

de eletrodos de ouro. A) Ouro apenas, B) Modificagao com APT e C) Modificagdo com APT/MCH. As

medidas foram realizadas ap6ds a estabilizagao na solugdo de medida. A direta os respectivos plots de
picos de corrente versus raiz da velocidade de varredura.
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Fonte: Elaborado pelos autores.
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A analise dessas medidas resultou na obtencido de relacdes lineares entre
picos de corrente em relagdo a raiz da velocidade de varredura (figura 26). Os
coeficientes angulares das retas obtidas para os eletrodos modificados Au/APT e
Au/APT/MCH foram menores do que aqueles observadas para o eletrodo de ouro
apenas. Os valores seguem uma trajetéria esperada para processo de passivagao,
com esses coeficientes seguindo a ordem Au > Au/APT > Au/APT/MCH.

A cinética de reagao para o par redox utilizado pode ser considerada quase
reversivel. Isso é avaliado observando-se a razao iano/icat proximo de 1. No entanto,
isso nao ocorre para o eletrodo de ouro nao modificado, onde os picos catdodicos se
mostram maiores e o sistema s6 se aproxima da reversibilidade quando submetido a
velocidades menores de varredura. Isso sugere a ocorréncia de processos
eletrocataliticos, quando ocorrem reagdes paralelas na superficie do eletrodo de ouro,
geralmente envolvendo compostos organicos, durante os ciclos de voltametria.

O mecanismo de eletrocatalise é explicado pela reacdo de um composto
eletroquimicamente instavel, que esta adsorvido na superficie do eletrodo de trabalho,
com o produto de oxidacio do par redox.

Conforme o potencial caminha para valores mais positivos, a espécie
eletroativa é oxidada ([Fe(CN)s]*>). Nesse momento, o composto adsorvido, Eads reage
com essa especie, agindo como agente redutor e restaurando a espécie eletroativa
ao seu estado original. Como resultado, vemos um crescimento nos valores do pico
anddico (oxidagcdo) e uma diminuicdo nos valores de pico catédico(redugéao).
(LIBANSKY et al.,, 2017; RODRIGUEZ; KOPER, 2014; ROUNTREE et al., 2014;
SANDFORD et al., 2019; SONG et al., 2016)

[Fe(CN)6]*~ — e & [Fe(CN)o]*" (14)

[Fe(CN)6l*™ + Eqas = [Fe(CN)6l*™ + Eoxi (15)

Esses dados, no entanto, necessitam de uma avaliacdo mais aprofundada, a
fim de esclarecer os reais mecanismos envolvidos no processo.

E possivel comparar esses dados com os valores obtidos no caso de eletrodos
modificados com APT e APT/MCH. Para ambos os processos, essa indicagao de
reacdes eletroquimicamente catalisadas € inexistente ou, ao menos, muito diminuida.

Esse efeito pode ser observado ao avaliarmos as relagdes entre os picos de corrente
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lano/lcat, 0 Valor fica préximo a unidade em todos as velocidades de varredura avaliadas
(tabela 2.), logo a reversibilidade do sistema é obtida ao modificarmos a superficie.
Isso nos leva a crer que o processo de modificagao foi eficiente, limitando o processo

de transferéncia de carga na superficie do eletrodo.

Tabela 2.Parametros obtidos da relagado entre picos de corrente versus raiz da velocidade de
varredura para o par redox [Fe(CN)s]*/4-em PBS utilizando eletrodos de ouro ndo modificados e
eletrodos de ouro modificados por SAMs.

Au
A% (V/S) Raiz(v) iano icat iano/icat
Coeficiente Angular
0,30 0,548 1,70E-04 -1,13E-04 1,503 (A v 312
0,25 0,500 1,60E-04 -1,09E-04 1,468 0,0003
0,20 0,447 1,48E-04 -1,05E-04 1,417 '"te(r;‘;pm
0,15 0,387 1,34E-04 -9,87E-05 1,357 3,00E-05
0,10 0,316 1,15E-04 -8,91E-05 1,291 R?
0,05 0,224 8,65E-05 -7,19E-05 1,202 0,9936
Au/APT
A% (V/S) Raiz(v) iano icat iano/icat
Coeficiente Angular
0,30 0,548 1,29E-04 -1,30E-04 0,997 (A v 312
0,25 0,500 1,23E-04 -1,23E-04 0,996 0,0002
0,20 0,447 1,15E-04 -1,16E-04 0,995 '"te(r:;pm
0,15 0,387 1,05E-04 -1,06E-04 0,996 4,00E-05
0,10 0,316 9,24E-05 -9,27E-05 0,997 R?
0,05 0,224 7,22E-05 -7,21E-05 1,001 0,9915
Au/APT/MCH
v (V/S) Raiz(v) iano icat iano/icat
Coeficiente Angular
0,30 0,548 8,27E-05 -8,63E-05 0,958 (A v 22512y
0,25 0,500 8,25E-05 -8,51E-05 0,969 8,00E-05
0,20 0,447 8,05E-05 -8,27E-05 0,973 '"te(r:;pm
0,15 0,387 7,68E-05 -7,86E-05 0,977 4,00E-05
0,10 0,316 7,03E-05 -7,17E-05 0,982 R?
0,05 0,224 5,82E-05 -5,90E-05 0,987 0,9166

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Testes na presenga de saxitoxina

O estudo de formagao de monocamada de tidis em ouro discutido nos tdpicos
acima demostrou que tempos relativamente longos de fabricacdo sdo necessarios
para se obter camadas mais bem definidas e menores desvios durante as medidas.
No entanto o processo foi avaliado utilizando-se solu¢gées com volume de 10,0 mL
(volume de trabalho da célula eletroquimica) o que nos leva ao uso de uma quantidade
excessiva de material para a fabricagdo de um unico eletrodo. Para fins de estudo e
avaliagao, o processo é sim muito importante, mas se torna inviavel na pratica.

Para diminuir esse problema, a fabricacdo dos dispositivos foi avaliada
utilizando-se um volume cerca de 16 vezes menor de solucdo. Uma vez limpos, os
chips de ouro foram inseridos em tubos eppendorff contendo cerca de 600uL (0,6 mL)
de solugao contendo APT e incubados por um periodo de 24 horas. Apds esse tempo,
o processo foi repetido, mas com o mesmo volume de solugao contendo MCH.

Os intervalos de tempo foram escolhidos por serem considerados mais do eu
suficientes para a formacdo de uma boa camada auto-organizada e estavel (em
termos de Rct) além da praticidade relacionada a logistica do processo.

Com o intuito de avaliar o deslocamento em Rct na presenga de STX, o
sistema foi avaliado sob EIE em solugdes contendo 1,0, 3,0 e 9,0 ugL-! de saxitoxina
com eletrodos modificados com camadas Au/APT(24h)/MCH(24h) durante 1 hora. O
processo também foi realizado com solugcdo “em branco”, sem saxitoxina. Os
resultados, em termos de Rct, sdo mostrados na figura 27.

Nesse momento, dois fatos merecem atencgao:

a) A priori, esperava-se que a curva sem STX nado sofresse variagdes
significativas com o tempo uma vez que vimos na sessao 7.3 que para
tempos longos os valores para o sistema Au/APT/MCH tende a
permanecer estavel. Isso nos leva a crer que o volume de solugao
utilizado cause grande efeito no deslocamento de valores de Rct
durante o processo de estabilizacdo para cada eletrodo, sendo
necessaria uma etapa de estabilizagao além da etapa de formagéo.

b) E possivel observar que, ao menos durante o periodo de anélise, a
presenca de STX altera a cinética de mudanca dos valores de Rct. Sua
influéncia é inversamente proporcional a sua concentragao. Quanto

maior a concentracdo de STX, menor € a velocidade da mudanca.
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Figura 27. Valores de Rt para diferentes concentragdes de STX apos fabricagéo de eletrodo
modificado do tipo Au/APT/MCH. Com o aumento da concentracdo, é possivel visualizar uma
mudanga na cinética de decaimento. Em azul também é mostrada a medida “branco”, sem presenca

de SXT.
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Fonte: 1 Elaborado pelos autores.

A partir dessas observagdes, optou-se por uma nova avaliagao dos eletrodos
modificados, nas mesmas condicdes de preparagao descritas no presente tépico
(imersao por 24h em 0,6 mL) a fim de verificar o processo de estabilizacdo apds a
formacao de SAM.

Os dados, mostrados na figura 28, obtidos se mostram similares aos
observados anteriormente, diferenciando-se pela auséncia de rapido incremento de
Rct nas primeiras horas do processo e por um aparente deslocamento de 2 horas para
uma estabilizac&o de valores.

Outro fato interessante € a magnitude dos valores iniciais e finais para cada
etapa. Em ambas as etapas de modificagcdo os valores no inicio das medidas de Rt
sao muito superiores aos obtidos para avaliacdo em tempo real. No entanto,
observamos um aumento do valor de equilibrio para a camada formada por APT e

uma diminuicao para o equilibrio envolvendo a camada formada por APT/MCH.
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Figura 28. Valores de Rct obtidos em fungdo do tempo para estabilizagao apds imersao em solugdes
por 24h. Os valores diminuem de forma parecida com as medidas anteriores, porém a partir de
valores muito mais elevados.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Os valores altos para o inicio das curvas refletem uma possivel SAM
altamente empacotada na superficie do eletrodo, que se ajusta ao longo do tempo ao
substituirmos a solugao teste para um volume maior (10mL). Além disso, justamente
pela formagdo de uma camada mais compacta, o valor de Rct observado para o
equilibrio é ligeiramente maior.

Ja o valor ligeiramente menor para o equilibrio na etapa de modificagdo com
MCH pode ser explicado se pensarmos que uma maior cobertura para SAM formada
com APT deixa uma menor area disponivel para adsor¢cdo com MCH, levando a uma
menor contribuicdo deste para os valores de Rct.
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Pode-se concluir que as curvas obtidas na sessao 7.3 sao resultantes da
combinagado de, no minimo, 2 processos distintos no caso da formagao de camada
com APT, um processo de cobertura da camada de ouro que leva a um aumento nos
valores de Rct e, a0 mesmo tempo, um ajuste da camada formada, levando a uma
diminuicéo nos valores de Rct. Para o processo envolvendo a camada APT/MCH e

para o sistema Au/APT/MCH/STX, temos um numero maior de contribuigcdes.

6 CONCLUSAO

O trabalho de revisao sistematica aqui empregado teve o intuito de avaliar a
metodologia empregada na fabricacdo de um dispositivo biossensor baseado em
aptamero utilizada pelo grupo de pesquisa e propor modificagbes com o intuito de
aumentar a reprodutibilidade e diminuir possiveis fontes de interferéncia durante
medidas eletroquimicas. A partir dessas proposi¢des, realizou-se um estudo do
comportamento eletroquimico do sistema através das técnicas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica e voltametria ciclica.

Ficou claro que uma boa revisdo tedrica e entendimento das técnicas
utiizadas a priori sdo essenciais para o desenvolvimento/otimizacdo de
procedimentos de fabricacdo de dispositivos. As modificagdes propostas para este
trabalho se mostraram uteis tanto para economia de material, pois diminui custos
associados ao processo de fabricacdo de dispositivos, como para obtencdo de
resultados reprodutiveis para o processo de modificagdo de eletrodos de ouro por
SAMs.

Estudos de voltametria ciclica com ouro em PBS mostraram que uma janela
de potencial de cerca de 0,6 V localizada entre -0,1 € 0,5 V em relagcao a um eletrodo
de referéncia de Ag/AgCI esta disponivel para o sistema utilizado. Para potenciais
acima desse valor, observamos picos de oxidagdao e decapagem de ouro da
superficie. Para valores abaixo, temos formacgao de perdxidos, que atua como material
corrosivo, degradando a superficie do eletrodo. A avaliagado de picos de corrente em
relacdo a diferentes velocidades de varredura indica possiveis reagdes paralelas
ocorrendo juntamente com o processo catddico durante uma varredura de CV. Isso
pode ser devido a contaminantes presentes no sistema indicando possivel falha no
processo de limpeza ou uma possivel interferéncia da sonda utilizada para aquisicéo

de sinal. Um estudo mais aprofundado do sistema se faz necessario.
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A possibilidade de acompanhamento do processo de formagao de SAM por
EIE se mostrou muito util durante o trabalho. Estudos com imersao de eletrodos de
ouro em solugdes contendo tidis demonstraram que durante o processo de adsorgao
de tidis sobe ouro os valores de Rct sobem rapidamente nas primeiras horas, o que é
condizente com uma rapida reagao de fisissorgdo seguida por quimissor¢gdo. No
entanto, tendem a convergir para um valor com baixo desvio apds longos periodos,
quando o valor de Rct apresentam um lento decréscimo até atingir um patamar onde
nao ocorre mudanga significa, o que também faz sentido quando se pensa em um
lento rearranjo estrutural das SAMs. No entanto, existem indicios de que esses valores
dependam do volume utilizado para modificagdo e do volume utilizado para o
equilibrio.

Medidas com STX mostraram que a velocidade de mudanga nos valores de
Rct sdo inversamente proporcionais a concentracédo de STX. Ainda, assim se faz
necessario o estudo com diferentes concentragdes deste analito e avaliagcdo do tempo
de complexagao apos o periodo de estabilizagcdo para avaliar o comportamento de
deteccao e reprodutibilidade do método.

A partir deste trabalho, observamos que um dos parametros fundamentais na
construcdo de um biossensor usando SAMs é a necessidade de se conhecer a
cinética de formagao e organizacdo de monocamadas formadas por tiois, pois, uma
vez que é dado tempo suficiente ao sistema para se organizar, € possivel obter uma

linha de base consistente, reprodutivel e com baixo desvio entre medidas.

6.1 perspectivas futuras

Este trabalho faz parte de um projeto de desenvolvimento de dispositivos
comerciais e de interesse publico, portanto, acredita-se que tenha potencial para a
geracao de conhecimento técnico e cientifico. No entanto, ainda ha muitas questdes
a serem discutidas sobre os dados adquiridos e sobre o sistema analisado. Questbes
essas que merecem a atencao, sobretudo, na perspectiva de torna-lo um produto,
com garantia de reprodutibilidade e confiabilidade, com todas as etapas integradas
numa so unidade.

Medidas de EIE tem a capacidade de resolver contribuicdo de fatores
eletroquimicos que influenciam em sua resposta, portanto, apresentam diversas

formas de interpretacéo e uso de dados gerados, possibilitando talvez obter métodos
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de analise com maior confiabilidade. No entanto, & preciso tempo e esforgo para
entender e comparar a quantidade de dados gerados e relaciona-los com o objeto de
interesse, nesse caso, a formagao de complexo entre APT e STX.

Um melhor entendimento das possibilidades de analise dos dados de EIE e
CV além da incorporagao de outras técnicas capazes de corroborar no entendimento

sobre o sistema certamente serdo foco de estudos futuros.



71

REFERENCIAS

ALTINTAS, Z. (ED.). Biosensors and Nanotechnology: Applications in Health
Care Diagnostics. Hoboken, NJ, USA: John Wiley & Sons, Inc., 2018.
AMRESCO Buffers. AMRESCO Inc., , 2001. Disponivel em: <www.amresco-
inc.com>

BARD, A. J.; FAULKNER, L. R. Electrochemical methods: fundamentals and
applications. 2nd ed ed. New York: Wiley, 2001.

BARROS NETO, B. DE; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R. E. Como fazer

experimentos pesquisa e desenvolvimeno na ciéncia e na industria.

Campinas: Editora da Unicamp, 2001.

BERNARDES, N. B. et al. Intoxicagao Alimentar: Um problema de Saude Publica.
ID on line REVISTA DE PSICOLOGIA, v. 12, n. 42, p. 894-906, 31 out. 2018.
BORTOLI, S.; PINTO, E. Cap. 21. CIANOTOXINAS: CARACTERISTICAS
GERAIS, HISTORICO, LEGISLACAO E METODOS DE ANALISES. Em: Ecologia
de Reservatérios e Interfaces. [s.l.] Universidade de Sao Paulo. Instituto de
Biociéncias, 2015.

BORTOLI, S.; PINTO, E. CIANOTOXINAS: CARACTERISTICAS GERAIS,
HISTORICO, LEGISLACAO E METODOS DE ANALISES. Sao Paulo, p. 19, [s.d.].
BOUKAMP, B. A. A Linear Kronig-Kramers Transform Test for Immittance Data
Validation. Journal of The Electrochemical Society, v. 142, n. 6, p. 1885-1894,
1 jun. 1995.

BRENTANO, D. M.; CARDOSO, G. C. Cianotoxinas em um manancial dominado
por Cylindrospermopsis raciborskii e a avaliagdo da toxicidade aguda deste
ambiente. Seminario de Pesquisa, Extensao e Inovagao; SEMINARIO DE
PESQUISA, EXTENSAO E INOVAGAO DO IFSC - 2014, 25 jul. 2014.
BRIDGEWATER, L. L. et al. (EDS.). Standard methods for the examination of
water and wastewater. 23rd edition ed. Washington, DC: American Public Health
Association, 2017.

CALDAS, J. Populagao de algas que soltam toxina é uma das maiores desde

2007 em SC. Disponivel em: <http://g1.globo.com/sc/santa-

catarina/noticia/2016/05/populacao-de-algas-que-soltam-toxina-e-uma-das-

maiores-desde-2007-em-sc.html>. Acesso em: 23 ago. 2022.



https://doi.org/www.amresco-inc.com
https://doi.org/www.amresco-inc.com
http://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2016/05/populacao-de-algas-que-soltam-toxina-e-uma-das-maiores-desde-2007-em-sc.html
http://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2016/05/populacao-de-algas-que-soltam-toxina-e-uma-das-maiores-desde-2007-em-sc.html
http://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2016/05/populacao-de-algas-que-soltam-toxina-e-uma-das-maiores-desde-2007-em-sc.html

72

CAMPUZANO, S. et al. Characterization of alkanethiol-self-assembled
monolayers-modified gold electrodes by electrochemical impedance spectroscopy.
Journal of Electroanalytical Chemistry, v. 586, n. 1, p. 112-121, jan. 2006.
CHEESEMAN, J. Food Security in the Face of Salinity, Drought, Climate Change,
and Population Growth. Em: Halophytes for Food Security in Dry Lands. [s.|.]
Elsevier, 2016. p. 111-123.

CHEMISTRY (IUPAC), T. I. U. OF P. AND A. IUPAC - biosensor (B00663).
Disponivel em: <https://goldbook.iupac.org/terms/view/B00663>. Acesso em: 25
ago. 2022.

CHEN, J. et al. Population, water, food, energy and dams. Renewable and

Sustainable Energy Reviews, v. 56, p. 18-28, abr. 2016.

CHORUS, I.; WELKER, M. (EDS.). Toxic cyanobacteria in water: a guide to
their public health consequences, monitoring and management. Second
edition ed. Boca Rataon: CRC Press, an imprint of Informa, 2021.
CONSTITUICAO DA REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL DE 1988. . 5 out.
1988.

D. YOUNG, H.; A. FREEDMAN, R. Fisica Illl, Sears e Zemansky:
eletromagnetismo. 14. ed. Sdo Paulo, Brasil: Pearson Education do Brasil, 2015.
DE SOUZA, R. V.; DA SILVA, B. C.; NOVAES, A. L. T. A aquicultura de Santa
Catarina em numeros. Documentos, n. 354, 29 jul. 2022.

EIRAS, S. DE P.; COSCIONE, A. R.; ANDRADE, J. C. DE. Métodos de otimizacao
em quimica. Revista Chemkeys, n. 3, p. 1-18, 17 set. 2018.

ELGRISHI, N. et al. A Practical Beginner's Guide to Cyclic Voltammetry. Journal
of Chemical Education, v. 95, n. 2, p. 197-206, 13 fev. 2018.

ETHERIDGE, S. M. Paralytic shellfish poisoning: Seafood safety and human health
perspectives. Toxicon, v. 56, n. 2, p. 108-122, ago. 2010.

FISCHER, L. M. et al. Gold cleaning methods for electrochemical detection
applications. Microelectronic Engineering, v. 86, n. 4-6, p. 1282-1285, abr.
2009.

G1 SC. Cultivo de ostras e mariscos é proibido em Palhoga por excesso de

toxina. Disponivel em: <https://g1.globo.com/sc/santa-

catarina/noticia/2021/10/03/cultivo-de-ostras-e-mariscos-e-proibido-em-palhoca-

por-excesso-de-toxina.ghtml>. Acesso em: 21 set. 2022.



https://goldbook.iupac.org/terms/view/B00663
https://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2021/10/03/cultivo-de-ostras-e-mariscos-e-proibido-em-palhoca-por-excesso-de-toxina.ghtml
https://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2021/10/03/cultivo-de-ostras-e-mariscos-e-proibido-em-palhoca-por-excesso-de-toxina.ghtml
https://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2021/10/03/cultivo-de-ostras-e-mariscos-e-proibido-em-palhoca-por-excesso-de-toxina.ghtml

73

G1 SC; NSC TV. Estudo identifica toxina na Lagoa do Peri que pode
contaminar mexilhes e ser letal aos humanos | Santa Catarina | G1.

Disponivel em: <https://g1.globo.com/sc/santa-

catarina/noticia/2021/05/20/estudo-identifica-toxina-letal-que-pode-contaminar-

mexilhoes-na-lagoa-do-peri-em-florianopolis.ghtml>. Acesso em: 23 ago. 2022.

General Handling Protocol for Aptamer. AMSBIO, , [s.d.]. Disponivel em:
<www.amsbio.com>
HAVERROTH, C. Presidente da Epagri Giovani Canola Teixeira. p. 42, [s.d.].

ISO - International Organization for Standardization. Disponivel em:

<https://www.iso.org/home.html|>. Acesso em: 24 ago. 2022.

JEONG-YEOL YOON. Introduction to biosensors. New York, NY: Springer Berlin
Heidelberg, 2016.

KHALAFI, L. et al. Why Is Voltammetric Current Scan Rate Dependent?
Representation of a Mathematically Dense Concept Using Conceptual Thinking.
Journal of Chemical Education, v. 98, n. 12, p. 3957-3961, 14 dez. 2021.
KOMARKOVA, J.; LAUDARES-SILVA, R.; SENNA, P. A. C. Extreme morphology

of Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales, Cyanobacteria) in the Lagoa do

Peri, a freshwater coastal lagoon, Santa Catarina, Brazil. Algological
Studies/Archiv fir Hydrobiologie, Supplement Volumes, v. 94, p. 207-222, 16
set. 1999.

Kramers-kronig test for Windows. Inorganic Materials Science Research Group,
, 2004.

KREWSKI, D. et al. Toxicity testing in the 21st century: progress in the past decade
and future perspectives. Archives of Toxicology, v. 94, n. 1, p. 1-58, jan. 2020.
LAGOS, N. et al. The first evidence of paralytic shellfish toxins in the freshwater
cyanobacterium Cylindrospermopsis raciborskii, isolated from Brazil. Toxicon, v.
37,n.10, p. 1359-1373, out. 1999.

LASIA, A. Electrochemical Impedance Spectroscopy and its Applications.
New York, NY: Springer New York, 2014.

LEUNG, K. K. et al. Elucidating the Mechanisms Underlying the Signal Drift of
Electrochemical Aptamer-Based Sensors in Whole Blood. ACS Sensors, v. 6, n.
9, p. 3340-3347, 24 set. 2021.

LIBANSKY, M. et al. Basic electrochemical properties of sputtered gold film
electrodes. Electrochimica Acta, v. 251, p. 452—-460, 10 out. 2017.


https://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2021/05/20/estudo-identifica-toxina-letal-que-pode-contaminar-mexilhoes-na-lagoa-do-peri-em-florianopolis.ghtml
https://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2021/05/20/estudo-identifica-toxina-letal-que-pode-contaminar-mexilhoes-na-lagoa-do-peri-em-florianopolis.ghtml
https://g1.globo.com/sc/santa-catarina/noticia/2021/05/20/estudo-identifica-toxina-letal-que-pode-contaminar-mexilhoes-na-lagoa-do-peri-em-florianopolis.ghtml
https://doi.org/www.amsbio.com
https://www.iso.org/home.html

74

LISDAT, F.; SCHAFER, D. The use of electrochemical impedance spectroscopy
for biosensing. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 391, n. 5, p. 1555—
1567, jul. 2008.

MACEDO, C. F. EUTROFIZACAO E QUALIDADE DA AGUA NA PISCICULTURA:
CONSEQUENCIAS E RECOMENDACOES. Bol. Inst. Pesca, p. 15, 2010.
MAKAR, A. B. et al. Formate assay in body fluids: application in methanol
poisoning. Biochemical Medicine, v. 13, n. 2, p. 117-126, jun. 1975.

Maré alta para os frutos do mar | Veja Saude. Disponivel em:

<https://saude.abril.com.br/alimentacao/mare-alta-para-os-frutos-do-mar/>.

Acesso em: 23 ago. 2022.

MARIA CECILIA MIOTTO. Caracterizagio ecofisiolégica e molecular de duas
cepas de Cylindrospermopsis raciborskii, produtoras de saxitoxina, isoladas
da Lagoa do Peri, Florianépolis, SC. Tese (doutorado)—Florianépolis:
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa
de Pés-Graduagao em Biotecnologia e Biociéncias, 2016.

MARNIEMI, J.; PARKKI, M. G. Radiochemical assay of glutathione S-epoxide
transferase and its enhancement by phenobarbital in rat liver in vivo. Biochemical
Pharmacology, v. 24, n. 17, p. 1569-1572, 1 set. 1975.

MCPARTLIN, D. A. et al. Use of biosensors for the detection of marine toxins.
Essays in Biochemistry, v. 60, n. 1, p. 49-58, 30 jun. 2016.

MELEGARI, S. P. ESTUDO DO MECANISMO DE AGAO TOXICA DA
SAXITOXINA E AVALIAGAO DE SUA ADSORGCAO EM MATERIAIS
ALTERNATIVOS PARA APLICAGCAO EM SISTEMAS DE TRATAMENTO DE
AGUA. Tese—Floriandpolis, SC: Universidade Federal de Santa Catarina, 2010.
MELO, E. S. DE et al. Doengas transmitidas por alimentos e principais agentes
bacterianos envolvidos em surtos no Brasil. Pubvet, v. 12, n. 10, p. 1-9, out. 2018.
MILLER, T. et al. Cyanobacterial Toxins of the Laurentian Great Lakes, Their
Toxicological Effects, and Numerical Limits in Drinking Water. Marine Drugs, v.
15, n. 6, p. 160, 2 jun. 2017.

MINISTERIO DA SAUDE. Manual Integrado de Vigilancia, Prevencdo e
Controle de Doengas Transmitidas por Alimentos. Brasilia: Editora do
Ministério da Saude: Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude,

Departamento de Vigilancia Epidemioldgica, 2010.


https://saude.abril.com.br/alimentacao/mare-alta-para-os-frutos-do-mar/

75

MINISTERIO DA SAUDE. Portaria de Consolidag3o. , 28 set. 2017. Disponivel

em: <https://www.qgov.br/saude/pt-br/composicao/sctie/farmacia-

popular%?20old/legislacao/prc-5-portaria-de-consolida-o-n-5-de-28-de-setembro-
de-2017.pdf/view>. Acesso em: 21 set. 2022
MINISTERIO DA SAUDE. Guia para Diagnéstico Laboratorial em Saude

Publica: orientagdes para o sistema nacional de laboratérios de saude

publica. Brasilia: Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude,
Departamento de Articulagao Estratégica de Vigilancia em Saude, 2021a.
MINISTERIO DA SAUDE. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DAS DOENGAS DE
TRANSMISSAO HIDRICA E ALIMENTAR MINISTERIO DA SAUDE MANUAL DE
TREINAMENTO. Brasilia : Ministério da Saude: Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Imunizagdo e Doengas Transmissiveis.,
2021b.

MINISTERIO DA SAUDE. Situagio Epidemiolégica dos surtos de Doencas de
Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA). Brasil: Ministério da Saude, jan.

2022a. Disponivel em: <https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-

z/d/dtha/arquivos/apresentacao-surtos-dtha-2022.pdf/view>. Acesso em: 21 set.
2022.
MINISTERIO DA SAUDE. Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar

(DTHA). Disponivel em: <https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-

z/d/dtha/doencas-transmitidas-por-alimentos>. Acesso em: 21 set. 2022b.

MONDARDO, R. |. Avaliagao da filtragdo em margem como pré-tratamento a
filtracao direta descendente na remocgao de células de cianobactérias e
saxitoxinas. Tese (doutorado)—Floriandpolis: Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecnoldgico, Programa de Pdés-Graduag/dao em Engenharia
Ambiental, 2009.

MONDARDO, R. I. UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA. p. 291,
[s.d.].

O’NEILL, K.; MUSGRAVE, I. F.; HUMPAGE, A. Low dose extended exposure to
saxitoxin and its potential neurodevelopmental effects: A review. Environmental
Toxicology and Pharmacology, v. 48, p. 7-16, dez. 2016.

ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS (ED.). Declaragao Universal dos

Direitos Humanos. , 10 dez. 1948. Disponivel em:


https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sctie/farmacia-popular%20old/legislacao/prc-5-portaria-de-consolida-o-n-5-de-28-de-setembro-de-2017.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sctie/farmacia-popular%20old/legislacao/prc-5-portaria-de-consolida-o-n-5-de-28-de-setembro-de-2017.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sctie/farmacia-popular%20old/legislacao/prc-5-portaria-de-consolida-o-n-5-de-28-de-setembro-de-2017.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/d/dtha/arquivos/apresentacao-surtos-dtha-2022.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/d/dtha/arquivos/apresentacao-surtos-dtha-2022.pdf/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/d/dtha/doencas-transmitidas-por-alimentos
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/d/dtha/doencas-transmitidas-por-alimentos

76

<https://www.unicef.org/brazil/declaracao-universal-dos-direitos-humanos>.

Acesso em: 24 ago. 2022

PACHECO, W. F. et al. Voltammetry: A Brief Review About Concepts. Revista
Virtual de Quimica, v. 5, n. 4, 2013.

PICARDO, M. et al. Recent advances in the detection of natural toxins in freshwater
environments. TrAC Trends in Analytical Chemistry, v. 112, p. 75-86, mar. 2019.
POMPEO, M. et al. (EDS.). Ecologia de Reservatérios e Interfaces. [s.|]
Universidade de Sao Paulo. Instituto de Biociéncias, 2015.

PREFEITURA DE FLORIANOPOLIS. Parque Municipal Lagoa do Peri. Portal
Municipal de Turismo de Floriandpolis. Disponivel em:
<https://turismo.pmf.sc.gov.br/o-que-fazer/item/parque-municipal-lagoa-do-peri>.
Acesso em: 21 set. 2022.

RAMOS, T. K. et al. Saxitoxins from the freshwater cyanobacterium Raphidiopsis

raciborskii can contaminate marine mussels. Harmful Algae, v. 103, p. 102004,
mar. 2021.

REDACAO ND, CRICIUMA. Consumo de marisco em praia de SC causa
episédios de intoxicagdo alimentar | ND Mais. Disponivel em:

<https://ndmais.com.br/saude/consumo-de-marisco-em-praia-de-sc-causa-

episodios-de-intoxicacao-alimentar/>. Acesso em: 21 set. 2022.
REGUEIRAS, A. V. B. Comparagdo de métodos de identificagcao e

quantificacdo de cianobactérias e suas toxinas na Albufeira do Torrao (Rio

Tamega). Dissertagcao (Mestrado)—Porto: Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar e Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, 2009.
RODRIGUEZ, P.; KOPER, M. T. M. Electrocatalysis on gold. Physical Chemistry
Chemical Physics, v. 16, n. 27, p. 13583-13594, 2014.

RONKAINEN, N. J.; HALSALL, H. B.; HEINEMAN, W. R. Electrochemical
biosensors. Chemical Society Reviews, v. 39, n. 5, p. 1747, 2010.

ROUNTREE, E. S. et al. Evaluation of Homogeneous Electrocatalysts by Cyclic
Voltammetry. Inorganic Chemistry, v. 53, n. 19, p. 9983-10002, 6 out. 2014.
SAATH, K. C. DE O.; FACHINELLO, A. L. Crescimento da demanda mundial de
alimentos e restrigdes do fator terra no Brasil. Revista de Economia e Sociologia
Rural, v. 56, n. 2, p. 195-212, jun. 2018.

SANDFORD, C. et al. A synthetic chemist’'s guide to electroanalytical tools for
studying reaction mechanisms. Chem. Sci., v. 10, n. 26, p. 6404—-6422, 2019.


https://www.unicef.org/brazil/declaracao-universal-dos-direitos-humanos
https://turismo.pmf.sc.gov.br/o-que-fazer/item/parque-municipal-lagoa-do-peri
https://ndmais.com.br/saude/consumo-de-marisco-em-praia-de-sc-causa-episodios-de-intoxicacao-alimentar/
https://ndmais.com.br/saude/consumo-de-marisco-em-praia-de-sc-causa-episodios-de-intoxicacao-alimentar/

77

SANTOS, J. V. Validagao e revalidagido de métodos para a analise
de micotoxinas: Aflatoxina B1, B2, G1, G2, Desoxinivalenol, Zearalenona
e Ocratoxina. Departamento de Quimica e Bioquimica, Faculdade de
Ciéncias, Universidade do Porto: [s.n.].

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE SANTA CATARINA. Doenga de
Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA). Disponivel em:

<https://www.dive.sc.gov.br/index.php/dtha>. Acesso em: 21 set. 2022.

SERRANO, P. C. et al. Electrochemical impedance biosensor for detection of
saxitoxin in aqueous solution. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 413, n.
25, p. 6393-6399, out. 2021.

SKOOG, D. A. Fundamentos de quimica analitica. S0 Paulo: Cengage
Learning, 2014.

SLUYTERS, J. H. On the impedance of galvanic cells: I. Theory. Recueil des
Travaux Chimiques des Pays-Bas, v. 79, n. 10, p. 1092—-1100, 1960.

SONG, P. et al. A mechanistic study of the EC' mechanism — the split wave in cyclic
voltammetry and square wave voltammetry. RSC Adv., v. 6, n. 74, p. 70237—-
70242, 2016.

SUBRAMANIAN, R.; LAKSHMINARAYANAN, V. A study of kinetics of adsorption
of alkanethiols on gold using electrochemical impedance spectroscopy.
Electrochimica Acta, v. 45, n. 27, p. 4501-4509, set. 2000.

TESTAI, E. et al. Risk to human health associated with the environmental
occurrence of cyanobacterial neurotoxic alkaloids anatoxins and saxitoxins.
Critical Reviews in Toxicology, v. 46, n. 5, p. 385419, 27 maio 2016.

TIAN, Y. et al. Recent progress in micro/nano biosensors for shellfish toxin
detection. Biosensors and Bioelectronics, v. 176, p. 112899, mar. 2021.

US EPA, O. Detection Methods for Cyanotoxins. Collections and Lists.

Disponivel em: <https://www.epa.gov/ground-water-and-drinking-water/detection-

methods-cyanotoxins>. Acesso em: 25 ago. 2022.
User Manual. Metrohm Autolab B.V., , jan. 2021.

VERICAT, C. et al. Self-assembled monolayers of thiols and dithiols on gold: new

challenges for a well-known system. Chemical Society Reviews, v. 39, n. 5, p.
1805, 2010.

VISCIANO, P. et al. Marine Biotoxins: Occurrence, Toxicity, Regulatory Limits and
Reference Methods. Frontiers in Microbiology, v. 7, p. 1051, 6 jul. 2016.


https://www.dive.sc.gov.br/index.php/dtha
https://www.epa.gov/ground-water-and-drinking-water/detection-methods-cyanotoxins
https://www.epa.gov/ground-water-and-drinking-water/detection-methods-cyanotoxins

78

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Food safety. Disponivel em:
<https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/food-safety>. Acesso em: 21
set. 2022a.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Natural toxins in food. Disponivel em:
<https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/natural-toxins-in-food>. Acesso
em: 21 set. 2022b.

XU, X. et al. Structural Changes of Mercaptohexanol Self-Assembled Monolayers

on Gold and Their Influence on Impedimetric Aptamer Sensors. Analytical
Chemistry, v. 91, n. 22, p. 14697-14704, 19 nov. 2019.

ZHENG, X. et al. A saxitoxin-binding aptamer with higher affinity and inhibitory
activity optimized by rational site-directed mutagenesis and truncation. Toxicon, v.
101, p. 4147, jul. 2015.


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/food-safety
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/natural-toxins-in-food

z (@)

79

APENDICE A -Diagrama de argand (Nyquist) e curvas de voltametria ciclica

para as etapas de fabricagao de dispositivo. Medidas tomadas apés equilibrio.
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APENDICE B -Diagrama de argand (nyquist) obtidos pela técnica de EIE ao
longo de 19 horas para a modificagao de superficie de ouro com aptamero e

curva de valores de Rct obtida pelo tratamento desses dados.
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APENDICE C -Diagrama de argand (Nyquist) obtidos pela técnica de EIE ao

81

longo de 19 horas para a modificagao de superficie de ouro com MCH apés a

etapa de modificagao com aptamero e curva de valores de Rct obtida pelo
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APENDICE D - Grafico formado pela parte real da impedancia versus o inverso

da raiz quadrada da frequéncia angular (2’ x ®"2) utilizados para calcular 6%.
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ANEXO A - Print manual do usuario Metrohm NOVA.

The result of the test is the value of pseudo, Ipzn, the sum of squares of the
relative residuals. In each case the % for the real and the imaginary part is
reported (overall 7 is a sum of real and imaginary %%. Large % values indi-
cate that the data guality is low. A small value, on the other hand, usually
indicates a good fit.

The eqguations used in the Kramers-Kronig test are provided below:

v, :i [Zre,i‘zre(wi)]2+[zim,i‘Zim(wi)]z
TG @) HEn)

N

= [Zre.l'Zr’E'(m')]2
A Z[(Zfe.l)]2+[(z'm")]2

N

[Zr'm m*‘(w)]
i Z[(Zre.)] 2 @m)]

Where;

n 7.iand Z; are the real and imaginary parts of the i data point,
respectively

» 7. w) and Z,(w) are the real and imaginary parts of the fit function
calculated at the frequency a, respectively
=, is the frequency at where the ith data point was taken
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