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RESUMO

Os corantes azo estdo entre os mais utilizados pela industria téxtil brasileira,
representando de 20-40% dos corantes empregados para tingir algodao, rayon, nylon, seda, 12
e couro. Um fator preocupante relacionado a estas substancias € que estudos utilizando micro-
organismos e células de mamiferos tém demonstrado que diversos corantes azo apresentam
atividade genotdxica, mesmo em baixas concentragdes. Além disso, atualmente ainda ndo
estdo vigorando métodos oficiais para efetiva remogao dos corantes presentes nos efluentes
gerados no processo de tingimento dos tecidos, e isso faz com que essas substancias possam
chegar a agua destinada ao consumo, e assim, o desenvolvimento de dispositivos sensores
para o monitoramento dos corantes em dgua se torna de grande importancia. Diante disso, o
presente trabalho versa sobre o desenvolvimento de um imunossensor impedimétrico para
deteccdo e quantificacdo do corante azo Disperso Red 1 (DR1) em baixos niveis de
concentracdo em agua tratada e para tal, duas estratégias metodoldgicas foram estudadas. A
primeira delas se fundamentou na constru¢io do imunossensor empregando eletrodos
impressos de ouro modificados com monocamadas auto-organizadas. Monocamadas tioladas
de cistamina, 4cido lipdico e p-aminotiofenol foram estudadas para promocao do acoplamento
dos anticorpos sobre a superficie do eletrodo. Caracterizacdes realizadas por voltametria
ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) demonstraram a efetiva
imobilizacdo dos anticorpos sobre a superficie dos eletrodos impressos, com aumento
sucessivo do recobrimento e no valor de resisténcia de transferéncia de carga (R),
respectivamente. No entanto, para todas as rotas estudadas encontraram-se dificuldades em se
obter adequada repetibilidade entre as diferentes medidas e estabilidade das etapas de
modificacdo, além de ndo ser observada relacdo linear entre os valores de ARy e a
concentracdo de antigeno DR1, o que foi atribuido a grande heterogeneidade da superficie dos
diferentes eletrodos impressos. Desse modo, a segunda estratégia investigada empregou
eletrodo de carbono vitreo para construcdo do imunossensor. Apds realizar uma eletro-
oxidagdo na superficie do eletrodo, os grupos carboxilicos gerados foram ativados com
EDC/NHS e o acoplamento dos anticorpos foi realizado. As caracterizacdes eletroquimicas
realizadas por VC e EIS demonstraram que a imobilizacdo dos anticorpos anti-DR1 foi bem
sucedida, e imagens de AFM e espectros de infravermelho corroboraram os resultados dos
estudos eletroquimicos para imobilizacdo do anticorpo. Apds isso, os parametros da EIS
(tempo de estabilizacdo do potencial de circuito aberto, amplitude, intervalo de frequéncia,
nimero de pontos por década) foram otimizados e as condicdes experimentais envolvidas na
constru¢do do imunossensor (concentracao do anticorpo e tempos de incuba¢do em solucdo de
anticorpo e de antigeno) foram estabelecidos através de estudos quimiométricos empregando
planejamento fatorial completo. O desempenho do imunossensor foi avaliado frente a
solucdes de DRI1 e foi obtida uma relagdo linear ente a AR e a concentracio de DRI no
intervalo de 1 a 100 nM, com valores de coeficiente de correlacao de 0,9991, LD =252 nM e
LQ = 8,40 nM. Por fim, o desempenho do imunossensor frente a uma amostra de dgua de
torneira fortificada com DR1 na concentracdo de 20,0 nM foi realizado, onde uma satisfatéria
recuperacao de 98,7% foi encontrada, indicando que o imunossensor desenvolvido € capaz de
realizar este tipo de andlise.

Palavras-chave: Imunossensor. Impedancia. Corante téxtil. Disperso Red 1.



ABSTRACT

Azo dyes are among the most used by Brazilian textile industry, representing 20-40%
of dyes used for dyeing cotton, rayon, nylon, silk, wool and leather. A worrying factor related
to these substances is that studies using micro-organisms and mammalian cells have shown
that many azo dyes have genotoxic activity, even at low concentrations. Besides, currently
there are not oficial methods for effective removal of dyes present in the effluents generated
in the dyeing process, and this leads these substances can reach the water for consumption,
and thus the development of sensor devices for monitoring the dyes in water becomes of great
importance. Therefore, this project is focused on development of an impedimetric
immunosensor for detection and quantification of the azo dye Disperse Red 1 (DR1) at low
concentration levels in treated water and for this, two methodological strategies were studied.
The first one was based on the construction of the immunosensor employing gold printed
electrodes modified with self-assembled monolayers. Thiolated monolayers of cystamine,
lipoic acid and p-aminothiophenol were studied to promote the coupling of the antibodies on
the electrode surface. Characterizations performed by cyclic voltammetry (CV) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) demonstrated the effective immobilization of
antibodies on the surface of the printed electrodes, with successive increase in the surface
coverage and in the charge transference resistance (R), respectively. However for all ways
investigated, difficulties in obtaining adequate repeatability between measures of stability and
modification steps were observed, as well a non-linear relationship between the values of AR,
and the concentration of antigen DR1, which was due by the heterogeneity of the surface of
different printed electrodes. Thus, the second strategy employed glassy carbon electrode for
immunosensor construction. After performing an electro-oxidation at the electrode surface,
the carboxylic groups generated, were activated with EDC / NHS and the coupling of
antibodies was performed. The electrochemical characterizations performed by CV and EIS
showed that the immobilization of anti-DR1 antibodies was successful, and AFM images and
infrared spectra corroborate the results of electrochemical studies for antibody
immobilization. After that, the parameters of the EIS (stabilization time of the open circuit
potential, amplitude, frequency range, number of points per decade) were optimized and the
experimental conditions involved in the construction of the immunosensor (antibody
concentration and incubation times in solution of the antibody and antigen) were established
by chemometric studies employing factorial design. The performance of the immunosensor
was evaluated front solutions DR1 and a linear relationship between AR values and DR1
concentrations was obtained in the range from 1 to 100 nM, with values of correlation
coefficient of 0.9991, LD = 2.52 nM and LQ = 8.40 nM. Finally, the performance of the
immunosensor front of a sample of tap water spiked with DR1 at a concentration of 20.0 nM
was conducted, where a satisfactory recovery of 98.7% was found, indicating that the
developed immunosensor is able to perform this type of analysis.

Keywords: Immunosensor. Impedance. Textile dyes. Disperse Red 1.
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1. INTRODUCAO

1.1 Corantes Téxteis

A tintura de tecidos é uma arte que comecou hd milhares de anos'. Os primeiros
registros que comprovam sua utilizacao sdo origindrios do antigo Egito e demonstram que o
tingimento de tecidos era uma pritica comum, fundamentada no uso de corantes naturais
derivados de plantas ou da terra®. Foi somente em 1856 que O primeiro corante organico
sintético foi descoberto. W. H. Perkin obteve o corante malveina enquanto tentava sintetizar
um medicamento antimaldrico. A descoberta deste corante sintético, cuja coloracdo purpura se
ligava mais efetivamente a seda que os demais corantes naturais, levou ao surgimento da
primeira fébrica de produgdo de corantes sintéticos e deu inicio a uma corrida pela descoberta
de outros corantes pelos quimicos da épocaz.

Nos dias de hoje, a maior parte dos corantes téxteis sdo sintéticos e a enorme
popularidade destes em detrimento aos corantes naturais pode ser justificada ndo s6 pela sua
maior fixacdo a fibra do tecido, mas também pelo seu menor custo e infinita possibilidade de
sintese com grupos cromoforos diferenciados, ampliando a diversidade de cores e tonalidades,
permitindo maior grau de pureza e alto controle de fidelidade da cor’™*.

Embora a quantidade exata de corantes produzida no mundo seja desconhecida,
estima-se que milhdes de toneladas (dados de 2007) sejam utilizadas, refletindo um mercado
prospero que envolve ao redor de 7,7 bilhdes de ddlares/ano. Segundo a ABIQUIM
(Associagdo Brasileira da Induastria Quimica), o Brasil produz grande quantidade de corantes,
porém nao é auto-suficiente para atender principalmente a demanda da industria téxtil, o que
tem levado a um vertiginoso crescimento das importa¢des nos tltimos anos”.

Para atender o mercado interno, o Brasil importou apenas em 2011 mais de 900
milhdes de délares em corantes principalmente da India e China, que sdo responsédveis por
cerca de 80% da produgdo disponivel no mercado mundial de corantes. Esses corantes sao
imprescindiveis na indudstria téxtil brasileira que atualmente ocupa a sexta posi¢do no parque
da inddstria téxtil mundial’. Sdo importantes para a economia do pais (30-35 bilhdes de

ddlares ao ano) e responsdveis por milhdes de empregos diretos e indiretos®.
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1.2 Classificacao e Propriedades dos Corantes Téxteis

Os corantes téxteis podem ser classificados de acordo com o grupo cromoforo presente
em sua estrutura quimica (azo, antraquinona, metina, polimetina, nitro, nitroso, xanteno e
outros) ou pelo método pelo qual sdo fixados a fibra téxtil' (bésicos, diretos, dispersos,
reativos, mordentes, solventes, dcidos, de enxofre, azdicos, a tina, a cuba), apresentando
propriedades tais como solubilidade, volatilidade, estabilidade e reatividade bastante
diversificadas de uma classe para outra. No Brasil, a classe dos corantes dispersos responde
por cerca de 35% de todos os corantes utilizados e estes por sua vez, apresentam em sua
maioria agrupamentos azo (grupo croméforo) em sua estrutura quimica’.

Os corantes dispersos sdo insoliveis em dgua, sendo aplicados em fibras de celulose e
outras fibras hidrofébicas através de suspensao. Usualmente, o processo de tintura ocorre na
presenca de agentes dispersantes com longas cadeias que normalmente estabilizam a
suspensdo do corante facilitando o contato entre o corante e a fibra hidrofébica®”. Esta classe
de corantes tem sido utilizada principalmente para tinturas de fibras sintéticas, tais como:
acetato celulose, nylon, poliéster e poliacrilonitrila®.

Os corantes azo (apresentam em sua estrutura um ou mais grupos ~N=N-)" sdo
amplamente empregados por permitirem um método de tingimento de fibras celuldsicas
(especificamente alongadas) com alto padrio de fixacdo e alta resisténcia contra luz e
umidade em relacdo as outras classes'. Justamente devido a essas caracteristicas, o tratamento
de efluentes contendo corantes té€xteis, tais como os corantes azo, € dificil e ineficaz com
processos bioldgicos convencionais, porque muitos corantes sintéticos sdo estaveis a luz,
temperatura, ndo sdo biodegraddveis e podem por clivagem redutiva, liberar aminas
aromdticas mais toxicas do que as moléculas de corante''. Dentre os corantes dispersos
contendo agrupamentos azo, encontra-se o Disperso Red 1 (DR1), conforme mostra a Figura

1.

Figura 1 - Estrutura do corante Disperso Red 1.

Virios estudos tém demonstrado que os efeitos deletérios da presenca dos corantes azo

nos corpos d’agua vao muito além das mudancas na intensidade e na tonalidade da coloracdo
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das dguas. A alteracdo da penetracdo da luz devido a interagdo destas com os corantes pode
interferir nos ciclos biolégicos da biota aquética, especialmente no processo de fotossintese e
na oxigenacdo do corpo d’dgua'”.

Em relacdo a exposi¢do humana aos corantes azo, esta ocorre principalmente através
da ingestdo de dgua contaminada, absorcdo dérmica pela utilizacdo de vestudrio ou calgado
tingidos com estas substancias, e inalacado no ambiente de trabalho'>.

Um fator bastante preocupante é que diversos estudos utilizando microorganismos e
células de mamiferos t€ém demonstrado que varios corantes azo apresentam atividade
genotéxica14. Essa atividade estd intimamente relacionada com a natureza e posi¢do dos
substituintes ligados ao grupo azo'. Portanto, como pequenas variagdes nas moléculas dos
corantes alteram as suas propriedades, € importante que cada corante azo seja estudado
individualmente®.

Os corantes azo se tornam mutagénicos apds a quebra das azo ligacdes por enzimas
azorredutoras sintetizadas nas células gastrointestinais, a qual resulta em aminas aromaticas
incolores'®"”. O ensaio de Salmonella/microssomo demonstra que o DR1 foi mutagénico em
todos os testes de cepas, na auséncia ou presenca de S9 (ativacdo metabdlica), além de causar
o aumento da frequéncia de microntcleos em linfécitos humanos e em células HepG218'19.

Além da questdo genotdxica, a ocorréncia de problemas dermatoldgicos em
consumidores expostos aos corantes através do vestudrio ndo € nova. Hatch e Maibach®
relataram em um artigo de revisdo do ano de 1985, que diversos corantes téxteis,
especialmente da classe dos corantes dispersos contendo estruturas azo e antraquinona
ocasionavam dermatite alérgica de contato. Mais recentemente em 2010, Ahuja e
colaboradores?' verificaram e classificaram o potencial sensibilizante de corantes dispersos
em camundongos que tiveram a pele exposta aos corantes em diferentes concentracoes,
incluindo o Disperso Red 1. Na maioria dos casos, houve crescimento das células CD19+,
CD45+ e CD45+/1A+, o que € um efeito caracteristico de alergénicos.

Fica evidente, portanto, que sob diversos aspectos os corantes téxteis geram
preocupacdes. Até que novas substancias tao eficientes e vidveis no tingimento de tecidos, e
que ndo apresentem toxicidade e sejam biodegraddveis sejam descobertas ou, até que novos
métodos no tratamento de efluentes que promovam a elimina¢@o ou degradacdo dos corantes
sejam implementados com éxito, € muito importante que as pesquisas continuem avangando
no estudo do monitoramento, degradacdo e toxicidade destas substancias. E € justamente

sobre esta problemdtica que o projeto temadtico intitulado “Avaliacdo da ocorréncia,
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toxicidade/genotoxicidade e processos para degradacdo de corantes em efluentes e dguas

superficiais” (Processo FAPESP n° 2008/ 10449-7) no qual estd inserido este trabalho, versa.

1.3 Efluentes e legislacao

Cerca de 20-50% da quantidade total de corantes téxteis utilizados, acaba por ser
lancada nas 4guas naturais devido a perdas no processo de fixagdo do corante as fibras do
tecido™.

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)23 ¢ o oOrgado
responsavel por prever diretrizes para o estabelecimento dos padrdes de qualidade das dguas,
bem como por prever as condi¢des para o langcamento de efluentes nos corpos d’dgua.

A qualidade da 4gua € avaliada através da observancia a diversos parametros tais
como, pH, turbidez, oxigénio dissolvido, DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), cor e
conformidade dos limites médximos de substdncias inorganicas e organicas estabelecidos.
Entretanto, ndo existem ainda limites estabelecidos por lei para o controle da presenca de
corantes na agua.

Uma das poucas ressalvas relacionadas aos corantes estd prevista na Resolucao
CONAMA N° 357 de 17 de mar¢co de 2005, na qual consta que corantes provenientes de
fontes antrépicas devem estar virtualmente ausentes em dguas doces e salinas, sendo que para
aguas doces das classes 2 e 3 (com finalidades mais relacionadas ao consumo humano,
irrigacdo, aquicultura, pesca e atividades de recreacdo) ndo € permitido a presenca de corantes
antrépicos que nao possam ser removidos por processos de coagulacdo, sedimentagdo e
filtragdo convencionais™.

Ja é conhecido que os tratamentos convencionais nao sao completamente efetivos em
relacdo aos corantes. Estudos demonstram inclusive, que algumas medidas geralmente
praticadas podem agravar a questdo da toxicidade dos corantes. Oliveira et al. observaram que
a cloracdo, um tratamento complementar usado para remover ou reduzir o cor de efluentes
industriais contendo DR1, provocou o aumento da mutagenicidade na cepa TA98*.

A busca por tratamentos realmente eficientes na remocdo de corantes é bastante
grande. S3o diversos os trabalhos relatados que versam sobre o tratamento de efluentes
contendo corantes. A Figura 2 apresenta as técnicas mais utilizadas segundo levantamento de

2010 de Fernandéz e colaboradores®.
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Figura 2 - Técnicas para remogdo de corantes em efluentes. Figura adaptada da referéncia 25.
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Dentre todas as técnicas apresentadas, os Processos Oxidativos Avancados (POA’s)
tem chamado a atencdo de muitos pesquisadores e hoje, representam 65% do total de
trabalhos publicados com esse tema. Nela, fortes oxidantes a base de oxigénio sdo formados a
partir da dgua e do O, presente no meio reacional com auxilio de uma fonte oxidante. Estes
radicais entdo, sdo capazes de degradar completamente as moléculas de corante a CO,, H,O e
outras moléculas de baixo peso molecular (pequenos aldeidos, 4cidos carboxilicos ou
pequenos compostos inorganicos). Os POA’s estdo entre os processos mais rapidos, eficazes e
mais limpos na remog¢do de corantes, sem geracdo de poluicdo secunddria significativa. A
desvantagem desta técnica € que demanda uma energia intensa, e por isso, € dispendiosa, no
entanto, esfor¢os tém sido feitos no sentido de implementar o processo e torna-lo mais viavel.

Porém, embora possa parecer haver muitas op¢des para a remogao dos corantes de
efluentes, nenhuma destas técnicas consegue ainda combinar uma completa eficiéncia na
remog¢do ou degradacdo do corante com bom custo beneficio, tempo adequado, sem que haja

geracdo de residuos secunddrios provenientes do tratamento ou outra limitagdo significativa.
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Isso faz com que ainda ndo se possa apontar qualquer uma delas como solu¢do definitiva para
esta questdo, apesar de muitos avancos estarem sendo alcancados.

Assim, tendo em vista a grande utilizacdo e importancia econdomica que os corantes
azo apresentam e levando-se em conta os problemas associados a geracdo de efluentes
contendo essas substincias, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos
para o monitoramento destes corantes em efluentes, dguas superficiais e dgua tratada, como

um controle de qualidade.

1.4 Metodologias para deteccao de corantes

Viérios métodos para a deteccdo de corantes azo tém sido investigados. Dentre eles
destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (“High performance liquid
cromatography” - HPLC)*® acoplada a diversos detectores como espectrometria de massas
(MS)?’, ultravioleta-visivel (UV/Vis)*® e com detector de arranjo de diodos (“Diode array
detector” — DAD)zg, eletroforese capilar30 e ensaio imunoenzimdtico (ELISA — “enzyme-
linked immunosorbent assay”)*'*%. No entanto, a maior parte destes processos demanda muito
tempo de andlise e/ou disponibilidade de recursos financeiros.

Por conta disso, sensores eletroquimicos demonstram ser uma alternativa vidvel de
andlise devido a rdpida deteccdo, sensibilidade, alta especificidade e por apresentar muitas
vezes simplicidade no desenvolvimento com custo reduzido. Nos ultimos anos o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem se mostrado vantajoso na determinagdo e
quantificacio de corantes. Ye et al.” desenvolveram um sensor eletroquimico para
determinagcdo simultdnea dos corantes sintéticos yellow sunset e tartrazina a partir da
modifica¢do de um eletrodo de disco rotatdrio de carbono vitreo com grafeno funcionalizado
com B-ciclodextrina e cloreto de dimetilamdnio. Através da voltametria de pulso diferencial,
as correntes de pico anddico dos dois compostos apresentaram uma excelente performance
analitica com limites de deteccdo de 1,25 x 10® mol L™ para o yellow sunset e 1,43 x 10™® mol

L' para a tartrazina. Zhang et al.**

desenvolveram um sensor eletroquimico para deteccao dos
corantes sintéticos Ponceau 4R e Allura Red utilizando nanotubos de carbono de multiplas
paredes (“multi-wall carbon nanotube” - MWNT) e voltametria de pulso diferencial. O sensor
apresentou alta sensibilidade para ambos os corantes testados com limites de deteccdo de 15 e
25 mg L™, para o corante Poenceau 4R e Allura Red, respectivamente. O dispositivo também
foi aplicado com sucesso para a deteccdo dos corantes em amostras de diferentes

refrigerantes. Outro sensor eletroquimico para a detec¢do do corante amarelo quinolina foi
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desenvolvido por Zhao et al.* empregando MWNT e voltametria de pulso diferencial. As
propriedades morfolégicas dos nanotubos sobre a superficie do eletrodo de trabalho foi
caracterizada por microscopia eletronica de varredura (MEV). O limite de deteccao
apresentado foi de 0,5 mg L quando aplicado em amostras comerciais de refrigerantes. Os
resultados obtidos foram consistentes quando comparados aos resultados obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Rouhani, S.*® também desenvolveu um sensor
eletroquimico para o corante Yellow Sunset utilizando diferentes eletrodos. O sensor se
baseou no par idnico Yellow Sunset-Cetilpiridinio como trocador de fons. A matriz otimizada
foi aplicada com sucesso na determinagdo do corante em misturas artificiais € comerciais de

refrigerantes.

1.5 Imunossensores

Dentre os diferentes tipos de sensores eletroquimicos, 0s imunossensores representam
uma categoria que merece especial atencdo, no que se refere a uma deteccdo sensivel e
seletiva.

Um imunossensor € definido como um dispositivo sensorial constituido por um
anticorpo (ou antigeno) acoplado a superficie de um transdutor, que converte o sinal biologico
de imunoafinidade em um sinal mensuravel®’. Os imunossensores podem ser classificados em
dois tipos: diretos e indiretos.

Os imunossensores diretos possibilitam o monitoramento da interacdo propriamente
dita entre um antigeno e um anticorpo, ou seja, sdo capazes de detectar uma mudanga fisica
durante a formacdo do imunocomplexo (Figura 3). J4 os imunossensores indiretos medem o
resultado desta interacdo (por exemplo, uma mudanca na quantidade de um marcador

eletroquimicamente ativo)™.

Figura 3 - Representagdo de um imunossensor do tipo direto. Figura adaptada da referéncia 38.
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T € o transdutor, Ac € o anticorpo imobilizado e Ag é o antigeno
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De modo semelhante aos imunoensaios em fase sélida cldssicos, os imunossensores
também utilizam ensaios do tipo competitivo ou sanduiche. Em um imunoensaio competitivo
um antigeno marcado (geralmente com uma enzima) € adicionado em uma quantidade
conhecida juntamente com o antigeno presente em uma amostra, para que se liguem aos
anticorpos imobilizados, competindo pelos sitio de ligagdo. Apds esta etapa, o substrato da

enzima € adicionado e o produto da reagdo enzimatica € detectado.

Figura 4 - Representacdo de um ensaio do tipo competitivo. Figura adaptada da referéncia 38.
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(1) Anticorpos imobilizados, (2) Antigeno marcado, (3) Antigeno da amostra e (4) Imunocomplexo.
E € a enzima marcadora, S € o substrato e P € o produto detectado.

Ja os ensaios do tipo sanduiche envolvem as seguintes etapas: primeiramente, o
antigeno € imobilizado em uma fase sélida; em seguida, a amostra teste, a qual contém os
anticorpos € adicionada e, apds uma etapa de lavagem, um excesso de anticorpos secundarios
marcados € adicionado. Os anticorpos secunddrios ligam-se aos anticorpos priméarios e ficam
retidos na fase sélida; apds uma segunda etapa de lavagem para remocdo dos anticorpos
secundérios nao ligados, o substrato € adicionado (quando uma enzima marcadora € utilizada)
e a quantidade do produto da reacdo enzimdtica é determinado, ou caso o marcador seja
eletroativo, ele € entdo determinado (Figura 5)38.

Fica evidente que, como regra nestes dois tipos de ensaio, a determinacdo das
concentracdes dos antigenos ou anticorpos e imunocomplexos, ndo pode ser feita diretamente
e, por conta disto € que diversos agentes marcadores (enzimas, fons metdlicos e outros
compostos eletroativos) sdo empregados. No entanto, a possibilidade de realizar detec¢oes
livre de marcadores existe, j4 que a formacdo do imunocomplexo ocasiona mudangas nas
propriedades eletroquimicas, 6ticas ou de outra natureza na superficie do imunossensor. A
medida das alteragdes de alguma destas propriedades € a base dos imunossensores livre de

3
marcadores™’.
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Os imunossensores oferecem diversas vantagens, tais como alta sensibilidade, andlise
em tempo real, relativo baixo custo e possibilidade de quantificacdo. Devido a grande
afinidade da interagdo antigeno-anticorpo, torna-se possivel o desenvolvimento de sensores
bastante seletivos com aplicacdes em diversas 4reas como diagnéstico clinico®,

. . 41 : 42
monitoramento ambiental™, seguranca de alimentos ™~ etc.

Figura 5 - Representagdo de um ensaio do tipo sanduiche. Figura adaptada da referéncia 38.
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(1) Antigeno imobilizado, (2) Anticorpos especificos, (3, 5) Imunocomplexos
e (4) Anticorpos secunddrios.

Para que um imunossensor apresente sensibilidade e estabilidade € necessario
primeiramente que os antigenos ou anticorpos estejam imobilizados sobre o transdutor e, que
mantenham sua atividade bioldgica apds a imobilizagﬁo“. Para isso, existem alguns
procedimentos empregados que unem ambas as condicdes, como por exemplo, empregando
monocamadas auto-organizadas (“self-assembled monolayers” — SAM) sobre a superficie do
eletrodo™.

As monocamadas auto-organizadas t€ém sido bastante utilizadas no desenvolvimento
de biossensores, nanotecnologia e eletronicos biomoleculares devido a sua simplicidade,
versatilidade, estabilidade e possibilidade de produzir em escala molecular estruturas
altamente ordenadas®. A SAM é formada por uma camada de moléculas orgénicas altamente
organizadas sobre a superficie do eletrodo, que se fixam neste a partir da interacdo de um
grupo funcional de uma das extermidades da molécula selecionada. Assim, o grupo funcional
livre da outra extremidade da SAM fica com a fun¢do de proporcionar a imobilizagdo de
materiais biolégicos de interesse (e.g. enzimas, proteinas, dcidos nucléicos, anticorpos etc.)*.

Um dos tipos de monocamadas mais explorados na literatura é o que emprega
eletrodos de ouro e moléculas organicas tioladas. Por conterem enxofre, estas moléculas
ligam-se espontaneamente a superficie do ouro, dada a grande afinidade entre estes

elementos. A versatilidade das monocamadas pode ser bastante grande, ja que o tamanho da
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cadeia da molécula tiolada, bem como o grupo funcional da extremidade oposta podem ser
variados conforme o objetivo buscado. A Figura 6 ilustra algumas das monocamadas

possiveis formadas sobre eletrodos de ouro. Todas elas foram estudadas neste projeto.

Figura 6 - Representagdo da superficie de um eletrodo de ouro modificado com diferentes
monocamadas.

NI,

Monocamadas de (1) Cistamina, (2) p-aminotiofenol e (3) acido lipdico

Mas nao € s6 em superficies de ouro que a construcio de monocamadas altamente
ordenadas é possivel. Materiais de carbono sao de grande interesse na campo da ciéncia dos
materiais e em eletroquimica devido suas caracteristicas, tais como possuir ampla janela de
potencial e ser um material inerte’’. Eles também podem receber modificagdes que fornecam
esse tipo de arranjo.

Um dos métodos descritos na literatura para formacdo de monocamadas em
superficies de carbono se fundamenta na formagdo de uma ligacao covalente entre compostos
contendo grupo amino € o carbono através de uma eletrooxida¢do. A camada formada serve
entdo como uma superficie versatil no ramo dos biossensores, servindo para imobilizar desde
biomoléculas a nanoparticulas e outras moléculas*. Compostos como diaminoalcanos, com
diferentes tamanhos de cadeia sdo bastante tteis para este tipo de aplicacdo fornecendo
monocamadas bastante estdveis (Figura 7).

A formacdo deste tipo de monocamada acontece a partir da oxidacdo de um dos
grupos amino do diaminoalcano, que se torna entdo um cation radical. Este cédtion radical é
por sua vez, covalentemente ligado a superficie do eletrodo de carbono vitreo, enquanto o
grupo amino da extremidade oposta fica voltado a solugdo. As condi¢des de modificagdes sdao
brandas e ao alterar a velocidade de varredura na voltametria ciclica, a densidade do

empacotamento do filme modificador formado pode ser controlada®’.
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Figura 7 - Representagdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo modificado com diferentes
monocamadas.

Monocamadas de (1) Diaminoheptano, (2) Diaminododecano
e (3) Mista contendo diaminoheptano e diaminododecano.

Ao contrario do grupo tiol em superficies de ouro, o grupo amino em superficies de
carbono vitreo apresenta a vantagem de ndo ser dessorvido em potenciais mais negativos.
Além disto, este tipo de modificacdo ndo envolve qualquer tipo de pré-tratamento do eletrodo
de carbono vitreo®.

Além da utilizacdo de monocamadas, existem diversos outros métodos de
imobilizacdo de biomoléculas em materiais de carbono, tais como os anticorpos no caso dos
imunossensores relatados na literatura. Millan e Mikkelsen®® descreveram um método no qual
o eletrodo de carbono vitreo € oxidado através de aplicacdo de um alto potencial em meio
fortemente oxidante (solu¢do dcida de dicromato de potdssio). Esse procedimento levou a
formacao de grupos carboxilicos na superficie do préprio eletrodo, que a seguir foram
ativados com EDC/NHS (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida e N-hidroxi-
succinimida) promovendo a ligagdo com a molécula de DNA. Por ser bastante simples e
efetivo, este método pode ser considerado vidvel para imobilizagao de biomoléculas, como
anticorpos sobre superficies de carbono e, por essa razdo, também foi estudado neste projeto.

Conforme mencionado, o método acima faz uso do par de reagentes EDC/NHS. J4 é
bastante explorado e descrito o uso de carbodiimidas soluveis em dgua e hidréxisuccinimidas
como reagentes de acoplamento/unido para modificacdo seletiva de carboxilatos e grupos
amino presentes em proteinas. Em outras palavras, quando existe uma terminagao carboxilica
em determinado sistema e se busca a imoblizagdo de uma proteina ou molécula contendo

grupos amino, esses reagentes t€ém sido extensivamente empregados. A Figura 8 apresenta o



36

mecanismo de ativacdo que ocorre em grupos carboxilicos através da utilizacdo de

EDC/NHS’'.

Figura 8 - Mecanismo de ativacdo de grupos carboxilicos via EDC/NHS para acoplamento em

anticorpos.
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A molécula de EDC reage com o grupo carboxilico terminal disponivel formando um

éster ativo abandonador. No entanto, este complexo reativo estd sujeito a rapida hidrélise em

solucdes aquosas, apresentando taxas de constantes medidas em segundos. Assim, se 0 grupo

amino presente no anticorpo que se ligard ao agrupamento carboxilico presente no eletrodo

ndo se encontrarem antes que a hidrélise ocorra, o acoplamento desejado ndo ocorrerd. No

entanto, esta limitacdo pode ser minimizada através da formacdo de um é&ster-NHS

(intermedidrio de rea¢do) entre o grupo hidroxila da molécula de NHS e o complexo de éster-
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EDC ativado, aumentando o tempo de meia vida do carboxilato ativado para horas. O produto
final dessa reacdo em duas etapas € idéntico ao obtido usando apenas o EDC: o carboxilato
ativado reage com uma amina da cadeia lateral do anticorpo formando uma ligacdo amida
estavel.

Assim, considerando-se a problemadtica atual envolvendo os efluentes industriais
contendo corantes téxteis e a decorrente necessidade de um monitoramento efetivo destes
corantes em dgua, o desenvolvimento de metodologias para a construcdo de imunossensores

pode representar uma alternativa vidvel para esta aplicagao.

1.6 Técnicas empregadas para caracterizacio e desenvolvimento de metodologia
analitica de imunossensores

Na literatura podemos encontrar diversos trabalhos que tratam do desenvolvimento de
Imunossensores eletroquimicos para a detecc@o de analitos de interesse pertencentes aos
mais diversos campos de aplicacdo. Pode-se verificar também que dentre estes trabalhos, os
imunossensores impedimétricos t€ém encontrado grande destaque e despertado a atengdo dos
pesquisadores.

Realizando um levantamento bibliogréifico através da base de dados Web of Science,
tendo como campo de pesquisa o termo “impedimetric immunosensor’ verificou-se que o
numero de publicacdes com esta temadtica estd em constante crescimento (totalizando 235
resultados), apresentando aumento siginificativo a partir do ano de 2008, conforme pode ser
verificado na Figura 9. Pode-se perceber que este ¢ um ramo de pesquisa bastante recente e
que por isso, ainda pode ser bastante explorado.

Analisando os trabalhos encontrados na pesquisa (aqueles que estavam disponiveis
para serem acessados na integra, totalizando 121 trabalhos), foi possivel confirmar a
versatilidade de aplicagdo dos imunossensores impedimétricos, ji que permeiam por
diferentes dreas de estudo tais como, alimentos, diagndstico clinico, ambiental e outras

(Figura 10).
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Figura 9 - Ndmero de publicacdes encontradas a partir do termo “impedimetric immunosensor”
distribuidas por ano de publicacio, que abrangem o periodo de 1993 a 2013.
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Figura 10 - Quantidade e porcentagem de trabalhos encontrados no levantamento bibliografico sobre
imunossensores impedimétricos divididos por drea de aplicagdo.
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Mas por que desenvolver imunossensores impedimétricos? Que vantagens esta técnica
possui que a torna atrativa para esta aplicacdo? No campo dos imunossensores, a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (‘“‘electrochemical impedance spectroscopy” —
EIS) € uma técnica muito ttil que possibilita extrair do sistema de estudo informagdes que
permitem tanto a caracterizagdo do eletrodo, quanto o desenvolvimento de metodologia
analitica do sensor, propriamente dito. Além disto, através da EIS € possivel desenvolver
imunossensores livre de marcadores, ja4 que a formacdo do imunocomplexo (antigeno-
anticorpo) acarreta em uma mudanca na resposta do sistema que, quando comparada aquela
anterior a reacdo de imunoafinidade, se torna base para a metodologia analitica, dispensando o
uso de medidas indiretas. Este fato implica em maior simplicidade e menor custo ao sensor,
uma vez que o ensaio necessitard de um menor nimero de etapas e dispensard a utilizacao de

anticorpos secunddrios marcados. Adicionalmente, a EIS € uma técnica ndo destrutiva,
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possibilitando medidas sucessivas sobre um mesmo eletrodo, sem ocasionar nenhum dano
além daquele inerente ao proprio sensor em determinado meio no qual a medida estad sendo
realizada.

Porém, quais sdo os fundamentos e parametros desta técnica que fornecem subsidios
para obtencdo de tantas informagdes? Para que se torne possivel o entendimento basico sobre
esta técnica, € necessdrio que alguns principios sejam retomados.

A partir da definicdo de resisténcia (R), € possivel obter uma relacao simples entre o

potencial (E) e a corrente (I) em sistemas DC (do inglés, “direct current” — corrente continua):

E
R=+ (D

No entanto, quando estamos trabalhando em sistemas AC (do inglés “alternating
current” — corrente alternada), a impedancia (Z) é a relacdo que surge entre o potencial e a
corrente. Isto demonstra, em outras palavras, que a impedancia pode ser entendida de modo
geral, como um tipo de resisténcia.

A impedancia é portanto, uma fungdo transferéncia entre o potencial e a corrente (2),
que possuem a onda de sinal senoidal (devido ao sistema AC). Entdo, a partir da aplicagcdo de
uma pequena perturbagdo de potencial ou de corrente sobre o sistema, a resposta de corrente
ou potencial que surge pode estar em fase, completamente fora de fase ou em angulos

intermedidrios (¢ — angulo de fase) em relacdo a outra fungao (4).

E: = AEsen(wt) — i;= Aisen(wt+ ¢) (2)
Z(w)

Ja que a frequéncia (w) com que a perturbacdo de potencial ou corrente aplicada é
variada durante uma medida sob um intervalo pré-determinado, ocorre deste modo, uma
varredura de frequéncias, na qual em cada frequéncia operante, se obtém a resposta, que € a
relacdo potencial-corrente medida. Assim, a palavra “espectroscopia” € corretamente

empregada para denominar esta técnica.
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Figura 11. Exemplo de onda senoidal oscilando em diferentes frequéncias, sendo a linha azul a
representagdo da variacdo em maior frequéncia e a linha rosa, em menor frequéncia de oscilagdo.

Assim, o potenciostato transforma matematicamente o eixo do tempo em um eixo de
frequéncia (o) através da Transformada de Fourier, ao mesmo tempo em que aplica uma
determinada perturbacdo por exemplo, de potencial, registra a resposta de corrente que surge,
obtendo por fim, a impedancia correspondente aquela frequéncia. A partir dai, uma nova
frequéncia de oscilac@o de potencial vigora, e um novo registro de impedancia € feito, e assim
sucessivamente para a proxima frequéncia, até que todo o intervalo de frequéncias
determinado (por quem faz a medida) seja completo.

Neste ponto, é importante ressaltar que a perturbacao de potencial ou corrente aplicada
na EIS é muito pequena, e assim a medida ¢ feita com o sistema em estado de equilibrio™™, e
ndo fora dele como a maioria das técnicas eletroquimicas faz.

E prética comum expressar a impedancia como uma fungio complexa (3). Uma funcio

deste tipo pode ser representada geométricamente em um plano complexo, que por sua vez, €

desmembrado em um componente real e um componente imagindrio (4).

Z(w) = Zoel®@) = Zy[cos(¢) + jsen(¢)] (3)
Z = Zrear +jZimaginério (4)

Desta forma, o componente real fica localizado no eixo das abscissas e o0 componente
imagindrio fica localizado no eixo das ordenadas. Nas equagdes 6 e 7, j € o nimero
imagindrio, que por defini¢do € igual a raiz quadrada de -1.

Tendo isso demonstrado, chega-se entdo a um dos tipos de representacdes graficas
mais comumente utilizadas em EIS, que € o chamado diagrama de Nyquist ou no Plano
Complexo (Figura 12). Nele, a impedancia total do sistema, Z(w), é representada através da

plotagem de seu componente imagindrio -Z’’(®), versus seu componenente real Z’ (o) (5).
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Figura 12 - Representacido de um diagrama de Nyquist tipico.

Z(w) =Z'"(w) = jZ"(w) (5)

7

Um diagrama de Nyquist tipico apresenta um semicirculo na regido de altas
freqiiéncias e uma variacdo linear em médias e baixas freqiiéncias. Na regido de altas
freqiiéncias, o efeito da relaxacdo de transferéncia de carga € visualizado através de um
semicirculo, do qual podem ser extraidos os valores de alguns parametros importantes na
andlise da medida de EIS, como a resisténcia 6hmica da solu¢do (R;), a resisténcia de
transferéncia de carga (R.) e a capacitancia da dupla camada elétrica, (Cd)5 4

A R; € a resisténcia associada a solucdo eletrolitica e pode ser obtida pela primeira
intersec¢do do semicirculo com o eixo real. Na segunda intersec¢cdo do semicirculo com o
eixo real, encontra-se o valor de R, somado ao valor de R;.

A R € a resisténcia associada ao processo de transferéncia de carga (transferéncia de
elétrons que ocorrem nos processos de Oxido-reducdo) que ocorre na interface eletrodo-
solucdo. Essa transferéncia eletronica acontece na superficie do eletrodo, que sempre deverao
estar presentes na solucdo, funcionando como uma sonda. Logo, o aumento ou diminui¢do no
valor de R estard diretamente relacionado com a dificuldade ou facilidade com que a
transferéncia eletronica da sonda acontece na interface.

Outro parametro bastante util em EIS e que pode ser extraido deste tipo de
representacdo € a capacitancia da dupla camada elétrica, Cy. Esta capacitancia aparece em
virtude do acimulo de cargas que se forma na interface eletrodo-solucao. Seu valor pode ser
obtido através da equagdo 6, onde f representa a frequéncia onde ocorre o maximo do

. 54
semicirculo™".
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1

Ca = —Zﬂcht (6)
Além do diagrama de Nyquist, outra maneira de representar os dados obtidos com a
EIS ¢ através das curvas de Bode (Figura 13). As curvas de Bode sdo visualizadas a partir da
plotagem de loglZl (sendo IZI, 0 médulo da impedancia) e o angulo de fase ¢, versus o log da
frequéncia. As informacdes obtidas a partir destes graficos podem ser complementares as
obtidas no diagrama de Nyquist. Conforme pode ser observado na Figura 13, alteragdes no
modulo da impedancia indicam os efeitos da resisténcia a transferéncia de carga no sistema.
Por outro lado, 2 medida que a frequéncia do sistema € aumentada observam-se alteragdes no
angulo de fase entre o potencial aplicado e a corrente resultante. Esta alteracdo no angulo de
fase possibilita a obtencdo de informacdes sobre a componente capacitiva do sistema, uma

vez que as componentes capacitivas introduzem um comportamento co-senoidal na corrente™.

Figura 13 - Representacdo de curvas de Bode-fase e Bode-mddulo tipicas.
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¢
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Adicionalmente, nos sistemas que apresentam efeitos significativos da impedancia

N

o
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transferéncia de massa, a introdu¢do de um elemento denominado "impedancia Warburg"
feita com o propdsito de simular as caracteristicas do sistema experimental. Neste contexto,
um grande conjunto de fatores pode influenciar a impedancia do sistema, como processos
faradaicos, adsorcdo de espécies eletroativas e nao-eletroativas, reagdes no eletrodo
envolvendo a formacgdo de intermedidrios estdveis e heterogeneidade de superficies, de forma
a proporcionar a EIS um amplo campo de aplicagéoSS.

Para uma aplicacdo analitica, os parametros da EIS (R, C4) podem ser relacionados

com a concentracdo de um analito de interesse, ja que o aumento ou diminuicao da quantidade
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de uma substincia que esteja imobilizada sobre o eletrodo (por exemplo anticorpos ou
antigenos, no caso dos imunossensores) provocard mudangas nos valores destes parametros.
A EIS também apresenta utilidade na caracterizagdo do eletrodo, ja que cada modificacdo
realizada sobre a superficie do eletrodo, também provoca alteracdes na dindmica da interface
do eletrodo, que consequentemente altera a impedancia medida.

Ferreira et al.”® utilizaram EIS na caracterizacdo de eletrodos impressos de ouro
modificados com SAM de cistamina, cistamina-glutaraldeido e proteina Tc85 de T. cruzi
imobilizada sobre estas monocamadas. O tratamento dos resultados de impedancia permitiu
avaliar o recobrimento da superficie do eletrodo de trabalho com as diferentes modificacdes.
Em outro trabalho, Ferreira et al.’’ também utilizaram EIS para otimizar as etapas de
imobilizacdo do antigeno Tc85 sobre a superficie de eletrodos impressos modificados com
monocamadas autoorganizadas. A EIS permitiu otimizar o melhor tempo de incubagao para a
proteina recombinante e avaliar a integridade da superficie do eletrodo.

Em se trantando de pesquisa cientifica, sabemos no entanto, que por mais vantagens
que uma técnica possa oferecer para determinada aplicacdo, ela dificilmente pode sozinha
fornecer todas as informagdes para obtencao do melhor entendimento possivel sobre o sistema
de estudo. Uma técnica eletroanalitica que frequentemente € utilizada em conjunto com a EIS
para adquirir informacOes qualitativas sobre os processos eletroquimicos é a voltametria
ciclica (VC). Embora a VC ndo seja utilizada com freqiiéncia na andlise quantitativa, ela
encontra ampla aplicabilidade no estudo de reacdes redox, na detec¢do de intermedidrios de
reacdo e na observacdo e no acompanhamento de reagdes envolvendo produtos formados nos
eletrodos.

Na VC, em primeiro lugar a varredura de potencial € feita em uma direcdo e, em
seguida, na outra, enquanto a corrente ¢ medida. Um experimento envolvendo VC pode
empregar um ciclo inteiro, um ciclo parcial ou ainda vdrios ciclos™®.

Durante um experimento de VC, a resposta de corrente de um pequeno eletrodo
estaciondrio em uma solu¢do mantida em repouso, € excitada na forma de uma onda triangular

de potencial, como aquela mostrada na Figura 14.
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Figura 14 - Sinal de excitagdo em voltametria ciclica.
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A onda triangular produz a varredura no sentido direto e depois no sentido inverso. Os
potenciais nos quais a reversao ocorre sdo chamados potenciais de inversdao. Para um dado
experimento, os potenciais de inversdo sdo escolhidos de maneira que possamos observar a
oxida¢do ou reducdo, controlada por difusdo, de uma ou mais espécies. A direcdo da
varredura inicial pode tanto ser negativa, quanto positiva, dependendo da composi¢dao da
amostra. Uma varredura na direcdo de potenciais mais negativos € denominada varredura
direta, enquanto uma varredura na dire¢do oposta é chamada varredura inversa®.

A resposta obtida em VC para um sistema reversivel apresenta o perfil ilustrado na
Figura 15. Durante a varredura de potencial € registrada a intensidade de corrente gerada em
funcdo do potencial aplicado e com isso é possivel verificar o comportamento eletroquimico
de uma espécie frente ao eletrodo utilizado. Em potenciais distantes do potencial formal da
espécie em estudo, a corrente medida é chamada de corrente capacitiva. J4 em potenciais
proximos ao do potencial formal, € verificado o surgimento de uma corrente elétrica oriunda
de uma reagao eletroquimica que ocorre na superficie do eletrodo. Esta corrente é denominada
corrente faradaica.

A intensidade da corrente faradaica em ampere (ip, € ipc na Figura 15, sendo ip, a
corrente de pico anddico referente a oxidagdo e, ipe a corrente de pico catddico referente a
reducdo), a qual € geralmente verificada na forma transiente (ou seja, um pico), para um
sistema reversivel com eletrodos tradicionais como carbono vitreo, platina, ouro, entre outros,

¢ dada pela equacdo de Randles-Sevick (7):
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I, = 2,69x105n32AD)/* Cov/?  (7)

Sendo n o nimero de elétrons por particula envolvida da reacdo, A € a drea do eletrodo
em cm’, D, é o coeficiente de difusdo da espécie reagente em cm” s, C, € a concentragdo da
espécie reagente na solucdo em mol cm™ e v é a velocidade de varredura em V s”'. Esta
equagao mostra que a intensidade da corrente medida depende de vdrios fatores, como area do
eletrodo, coeficiente de difusdo, velocidade de varredura e o mais importante, da concentragao
da espécie eletroativa na solucdo, propriedade que fundamenta a aplicacdo das técnicas

voltamétricas na andlise quantitativa™.

Figura 15 - Voltamograma ciclico para uma solugdo de eletrélito contendo par redox.
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Juntas, a EIS e a VC fornecem dados que se complementam e ddo informacgdes
consistentes em termos de caracteriza¢do de modificacdes de eletrodo.

Adicionalmente, técnicas nao eletroquimicas podem ser utilizadas para obtengdo de
mais informacgdes sobre o sistema de estudo, principalmente no que se refere a caracterizagao
de modificacdes de eletrodo. A Microscopia de Forca Atdmica (AFM) € uma destas técnicas.

Esta microscopia consiste em analisar a superficie de uma amostra com uma ponta de
prova. A ponta € montada sobre uma alavanca com a constante de forca da mola conhecida.
Quando a ponta estd proxima da superficie da amostra, forcas de interacdo defletem a
alavanca. Esta deflexdo é medida por um sistema de detec¢do de posi¢do e o sinal de erro
gerado € enviado para o circuito de realimenta¢do do microscopio. A distancia ponta-amostra
¢ entdo ajustada pela mudanca na posi¢do de um scanner piezoelétrico, de modo a manter

constante a forca medida pela alavanca. Estas variacdes de posicdo sdo calibradas com
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padroes de altura e deste modo, o mapa destas variagdes nos fornece a topografia da
superficie. A gama de amostras que podem ser analisadas com AFM € muito ampla, na qual
podemos destacar: amostras isolantes, materiais bioldgicos in vitro, medidas in situ no modo
eletroquimico, etc®.

Ja quando se busca a confirmagdo da presenca de determinada substancia sobre a
superficie do eletrodo apds a modificacdo, técnicas que fornecam a identificacdo de grupos
funcionais sdo extremamente uteis. A espectroscopia de infravermelho por ATR (Reflectancia
Total Atenuada — do inglés “attenuated total reflectance”) é usado na andlise da superficie de
materiais solidos ou liquidos. Nesta técnica, a superficie da amostra é colocada em contato
com a superficie de um cristal 6ptico. A radia¢do infravermelha proveniente da fonte passa
através do cristal (com um elevado indice de refracdo) incidindo varias vezes na superficie da
amostra. Quando o angulo de incidéncia na interface amostra/cristal excede o angulo critico, a
reflexdo total interna da radiagdo ocorre € uma onda evanescente € estabelecida na interface.
A radiacao é refletida através do cristal penetrando na amostra a cada reflexdo, ao longo da

superficie do cristal®!

. O feixe de radiacdo perde energia no comprimento de onda em que
material da amostra absorve. Apds este processo, a radiacao atenuada resultante € direcionada
do cristal para o percurso normal do feixe no espectrofotometro sendo medida pelo detector,
originando o espectro da amostra, que através do aparecimento de bandas caracteristicas nos
d4 informagdes sobre os grupos funcionais presentes na amostra.

Poucos trabalhos na literatura tratam do desenvolvimento de imunossensores
impedimétricos para deteccdo de corantes. Xiao et al.°* desenvolveram um imunossensor para
deteccao do corante Sudan I através da imobilizagdo de anticorpos monoclonais anti-Sudan I
sobre a superficie do eletrodo de ouro. O dispositivo apresentou limite de detec¢ao de 0,03 ng
mL' e aplicacdio do imunossensor em amostras de pimenta obtiveram satisfatdrias
recuperagdes de 96,5-107,3%. Os resultados obtidos foram validados através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia apresentando boa correlagao.

Assim, diante do exposto, o desenvolvimento de metodologia para detectar e
quantificar o corante disperso Red 1 (DR1) € de suma importancia, entendendo que ¢
necessario haver um controle da qualidade da dgua que inclua o monitoramento dos corantes,
principalmente quando se trata da dgua que € destinada ao consumo humano. O DRI1 foi
escolhido neste projeto pois € um dos representantes mais problemdticos entre os corantes
téxteis de sua classe, devido sua genotoxicidade (que ja foi estudada em outros trabalhos do

grupo®) e por ser bastante persistente e dificil de ser degradado.
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2. OBJETIVOS

O presente projeto de pesquisa visa o desenvolvimento de um imunossensor
impedimétrico para detectar e quantificar o corante disperso Red 1 (DRI1) em baixas
concentracdes em amostras de dgua tratada.

Na busca por este objetivo, duas metodologias bastante diferentes foram estudadas:

¢ Construcdo de imunossensor impedimétrico empregando eletrodos impressos de ouro
modificados com monocamadas auto-organizadas para posterior imobilizacdo de
anticorpos monoclonais anti-DR1.

¢ Constru¢do de imunossensor impedimétrico empregando eletrodo convencional de
carbono vitreo e imobilizacio de anticorpos anti-DR1 via eletro-oxida¢do da

superficie do eletrodo.

3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes e Materiais

Ferricianeto de potdssio, cistamina, soro albumina bovina (BSA), N-hidréxi-
succinimida (NHS), glutaraldeido 25%, fosfato de potdssio monobdsico, acetonitrila, cloreto
de potdssio, carbonato de sédio anidro, bicarbonato de sédio e anticorpos monoclonais anti-
IgG humana conjugado com peroxidase (HRP) foram adquiridos da Sigma.

Ferrocianeto de potdssio, fosfato de sédio dibdsico, 4cido nitrico (69-70%) e &cido
sulfirico (95-98%) foram adquiridos da J. T.Baker. Per6xido de hidrogénio 30%, dicromato
de potdassio, hidrocloreto de etanolamina e proteina A de Staphylococcus aureus (S. aureus)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Os corantes dispersos Red 1 (DR1), Orange 1 (DO1), Red 73 (DR73), Red 78 (DR78)
e p-aminotiofenol foram adquiridos da Aldrich. Cloreto de Sédio foi adquirido da Merck.
Etanol foi adquirido da Panreac. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e D-L-a
acido lipoico foram adquiridos da Fluka. Leite desnatado em p6 comercial marca Molico,
Nestle também foi utilizado. Tween-20 foi adquirido da Calbiochem e Fongranal FB (pureza
nao informada, Clariant) foi gentilmente fornecido pela Industria Lupo S. A.

Os anticorpos monoclonais anti-DR1 foram adquiridos da empresa Rheabiotech Ltda,

Campinas, Sao Paulo.
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Todas as solucdes foram preparadas empregando dgua purificada (p = 18,2 MQ cm)
obtida de um sistema Milli-Q (Millipore).

Os eletrodos impressos foram adquiridos da BVT Technologies, Brno, Republica
Tcheca e sdo assim constituidos: eletrodo de trabalho Au-Pd (m/m 98/2%), eletrodo de
referéncia Ag-Pd (m/m 98/2%) e eletrodo auxiliar Au-Pd (m/m 98/2%). Para todas as medidas
realizadas com eletrodos impressos, foi utilizada uma célula eletroquimica de compartimento
unico, com volume de 2 mL. Para conexao dos eletrodos foi utilizado um cabo especifico para
uso de eletrodos impressos adquirido da mesma empresa que fornece os eletrodos impressos
(BVT Technologies).

Eletrodo de carbono vitreo com didmetro de 3 mm, eletrodo de referéncia de AglAgCl
em KCI 3M e eletrodo auxiliar de platina também foram empregados utilizando célula

eletroquimica de compartimento tinico com volume final de 10 mL.

3.2 Solucoes

Para a constru¢do do imunossensor impedimétrico empregando eletrodos impressos de
ouro e monocamada, trés diferentes rotas para imobilizacdo dos anticorpos foram estudadas e
em cada uma delas, diferentes solu¢des foram requeridas.

Na primeira rota de imobilizacdo dos anticorpos anti-DR1 sobre a superficie do
eletrodo empregou-se: Solucdo de cistamina 2 x 102 mol L' preparada pela solubilizagdo da
massa correspondente em 4gua; solu¢do de glutaraldeido 2,5% preparada pela dilui¢do da
solucdo estoque (25%) em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L', pH 7,5; solucdo de trabalho de
proteina A preparada pela diluicio da solucdo estoque na propor¢cdo de 1:20 também em
solucdo tampao PBS (tampao fosfato salino); solu¢do estoque de anticorpos monoclonais anti-
DR1 de concentracdo 0,5 mg mL™" diluida para a concentracdo de 0,05 mg mL"' em solucio
tampao PBS; solucdo de bloqueio de BSA na concentracdo de 0,5% foi preparada pela
solubilizacdo da massa correspondente em solucao tampao PBS-T (solucao tampdo PBS pH
7,5 contendo 0,02% de Tween-20) e solugcdo estoque de corante DR1 (4 x 10* mol LY,
preparada pela solubilizacio da massa correspondente em dgua contendo 5% (v/v) de
Fongranal FB, com dilui¢des na solu¢ao do bloqueio.

Na segunda rota de imobilizacdo estudada, as solu¢des empregadas ainda nao citadas
foram: Solucdo de dacido lipdico 1 x 10% mol L preparada pela diluicdo da massa

correspondente em uma mistura etanol-dgua na propor¢ao 1:10 e solucao contendo EDC-NHS
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na concentracdo de 30 e 10 mM, respectivamente, preparada pela solubilizacdo da massa de
ambos os reagentes em 4dgua.

Ja para a terceira rota de imobilizacdo, as solucdes utilizadas foram: Solucdo de p-
aminotiofenol 1 x 10 mol L preparada pela solubilizacio da massa em etanol; solucdo de
leite desnatado 5% m/v preparada pela solubilizacio da massa em tampao PBS e solu¢do
estoque de corante DR1 na concentragido de 1 x 10~ mol L' preparada em uma mistura de
acetonitrila-dgua na propor¢do de 1:1, com diluicdes para concentracdes desejadas em solucao
de bloqueio.

Em todos os estudos conduzidos por VC e EIS, foi empregada solu¢do contendo
ferricianeto e ferrocianeto de potéssio 1 x 10 mol L™ em solugdo tampdo PBS 0,1 mol L™,
pH 7.,5.

Para a constru¢ao do imunossensor impedimétrico empregando eletrodo convencional
de carbono vitreo as seguintes solu¢des foram empregadas: Solu¢do aquosa de dicromato de
potdassio 2,5% (m/m) contendo 10% de 4cido nitrico (m/m); solu¢do aquosa de EDC/NHS na
concentracdo 5 x 10 e 8 x 10™ mol L™, respectivamente; solucdo de anticorpos monoclonais
anti-DR1 na concentracdo 0,05 mg mL" (preparada pela diluicdo da solucdo estoque em
solucdo tampao PBS); solu¢cdo de hidrocloreto de etanolamina na concentragdao 100 x 10~ mol
L' preparada em solugdo tampido PBS; solucdes estoque dos corantes dispersos Red 1 (DR1),
Orange 1 (DO1), Red 73 (DR73) e Red 78 (DR78) na concentragdo de 1 x 107 mol L
preparadas em uma mistura de solventes acetonitrila-dgua na propor¢ao de 1:1, com diluicdes

para as concentragdes desejadas em solugao tampao PBS 0,1 mol L', pH 7.5.
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3.3 Equipamentos

Para as medidas de VC foi empregado um potenciostato/galvanostato compacto
pAutolab Type III e o software GPES 3.0 (““General Purpuse Electrochemical System’) para
visualizagdo e obtengdo dos dados. Para as medidas de EIS foi empregado
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT 302 contendo moédulo de impedancia,
software FRA (“Frequency Response Analyser”) e NOVA 1.10 para visualizagdo e obtencao
dos dados. Também para as medidas de EIS foi empregada Gaiola de Faraday, da EG&G
Instruments, Princeton Applied Research.

As i1magens topograficas da superficie do eletrodo sem modificagdo e apds a
imobilizagdo dos anticorpos foram obtidas usando um AFM Agilent Technologies 5500
Scanning Probe Microscope (Agilent Technologies, Inc., California Street, EUA), operadas
em modo intermitente (“tapping”), utilizando pontas de fésforo dopado com silicio com
constante de forca de 20-80 N m’ e frequéncia de ressonincia de 239-341 kHz. O fator de
rugosidade (Ra) foi obtido com o software de processamento de imagens Gwyddion 2.3.

Para obten¢do dos espectros de infravermelho foi utilizado um espectrometro FT-IR
da Thermo Scientific Nicolet iS5, com acessério para ATR modelo 105 com cristal de
germanio.

Para comparagdo do desempenho do imunossensor impedimétrico com uma técnica ja
estabelecida foram realizadas andlises de amostras contendo DR1 por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de massas (HPLC-MS/MS). As analises foram realizadas em
sistema de HPLC-MS/MS empregando cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, Agilent 1200
Series (Agilent Technologies, Waldbronn, AL) com coluna Kinetex PFP da Phenomenex,
acoplado a espectrometro de massas triploquadrupolar 3200QTrap, Applied Biosystems/MDS
Sciex (Sciex, Toronto, CA), com fonte de ionizagao TurbolonSpray® ("electrospray" - ESI)
operada no modo positivo. Espectros de massa da solu¢do de DR1 foram obtidos utilizando o
espectrometro j4 citado. O fluxo utilizado foi de 1,5 mL/minuto e o volume de injecdo foi de
20 uL e eluicdo por gradiente (Agua, acetonitrila 80%/20% com 4cido férmico 0,1%).

Para ajuste do pH na preparacao dos tampdes empregou-se pHmetro da marca Digital

Gehaka modelo PG 2000.
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3.4 Procedimento Experimental

Os itens 3.4.1 a 3.4.3 se referem ao desenvolvimento de imunossensor impedimétrico
empregando eletrodos impressos de ouro e monocamadas auto-organizadas e os itens 3.4.4 a
3.4.14 se referem ao desenvolvimento de imunossensor impedimétrico empregando eletrodo

de carbono vitreo e eletro-oxidacao da superficie.

3.4.1 Estudo da limpeza da superficie do eletrodo impresso
De modo a remover possiveis impurezas presentes na superficie dos eletrodos
impressos de ouro, foram realizados estudos de trés diferentes métodos de limpeza:
e 1°Método: Limpeza por VC no intervalo de potencial de 0 a +1,5 V, por 10 ciclos e v
=100 mV s™' em 4cido sulfdrico 0,5 mol L' contendo KCI 1 x 1072 mol L'l;
e 2°M:étodo: Limpeza por VC no intervalo de potencial de 0 a +1,5 V, por 5 ciclos e v =
100 mV s em 4cido sulfdrico 0,1 mol L' contendo KCI 1 x 10”2 mol L'l;
e 3°Método: Enxague simples dos eletrodos em etanol.
Ap6s o processo de limpeza, os eletrodos foram submetidos a VC no intervalo de
potencial de +0,45 a —0,20 V, v =25 mV s'l, em meio de solugdo de Fe(CN)63'/4' 1 x 107 mol
L' preparada em solugio tampdo PBS. Os resultados obtidos foram analisados e o método de

limpeza que se mostrou mais adequado foi estabelecido.

3.4.2 Estudo da imobilizagdo dos anticorpos monoclonais anti-Red 1 sobre a superficie dos
eletrodos impressos

Conforme ja citado, uma etapa fundamental na constru¢do de um imunossensor
envolve a imobilizagdo adequada dos anticorpos (ou antigenos) sobre a superficie do
transdutor, de modo que estes mantenham sua atividade bioldgica apds a imobilizacdo.
Assim sendo, neste trabalho trés rotas de foram investigadas para efetiva imobilizacdo dos
anticorpos. Cada etapa de modificacdo e otimizacdo de condi¢des experimentais foram
caracterizadas por VC e EIS. As medidas eletroquimicas foram feitas utilizando os mesmos
parametros do estudo anterior na presenca do par redox Fe(CN)>™ 1 x 10 mol L em PBS.

Em todas as etapas de modificacdo e para todas as rotas estudadas, 10 uL da solucao
de interesse foram adicionados sobre a superficie do eletrodo de trabalho, seguido de
incubacdo em recipiente fechado contendo um pouco de 4gua, sob temperatura que variou
conforme a necessidade de cada molécula modificadora. A Tabela 1 resume as modificagdes

realizadas em cada rota para imobilizacdo dos anticorpos.
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Tabela 1 - Sequéncia das modificagdes realizadas na superficie do eletrodo de trabalho nas trés rotas
estudadas.

Moléculas modificadoras, tempo de incubacao e

Rota temperatura de incubacio
Cistamina (SAM), 2 h a temperatura ambiente
1 Glutaraldeido, 1 h e temperatura ambiente

Proteina A, 12 h em geladeira (+ 4 °C)
Anticorpos anti-Red 1, 3 h em geladeira
Acido Lip6ico (SAM), 2 h a temperatura ambiente
2 EDC/NHS, 1 h a temperatura ambiente
Anticorpos anti-Red 1, 3 h em geladeira
p-Aminotiofenol (SAM), 1 h a temperatura ambiente
Anticorpos anti-Red 1, 3 h em geladeira

Apo6s cada etapa de modificacdo, os eletrodos foram lavados por imersdo em trés
séries de 10 segundos em solucdo contendo o solvente da solucao modificadora.

Concluida a etapa de imobilizacdo dos anticorpos, os eletrodos foram incubados em
solucdo de bloqueio. Essa etapa € necessdria para que os espacos livres entre 0s anticorpos
imobilizados sejam bloqueados, evitando assim, sinal inespecifico. Para a Rota 1 e 2, a
solucdo de bloqueio empregada foi de BSA e para a Rota 3, solugdo de leite em p6 desnatado.
Ambas incubaram sobre a superficie do eletrodo por 1 hora a temperatura ambiente e em
seguida, os eletrodos foram lavados trés vezes por imersdo no solvente da solucdo de

bloqueio.

3.4.3 Estudo da repetibilidade da resposta do eletrodo impresso limpo em etanol com as
técnicas VC e EIS

A repetibilidade da resposta dos eletrodos limpos foi avaliada por VC e EIS. Os
valores referentes a drea do pico catddico obtido na VC e a resisténcia de transferéncia de
carga obtidas na EIS foram determinados em cada medida para um determinado nimero de
eletrodos, permitindo estabelecer o desvio padrio relativo das medidas.

Os parametros empregados na VC foram os mesmos dos estudos anteriores: Intervalo
de potencial de +0,45 a -0,20 V, v = 25 mV s'l, em meio de solucdo de Fe(CN)63'/4' 1x10°
mol L' preparada em solugio tampdo PBS. J4 para as medidas de EIS nesse mesmo meio, os
parametros da técnica foram: Intervalo de frequéncia de 50 kHz a 10 mHz, amplitude de 10
mV (rms), com 10 pontos por década e tempo de 300 segundos para estabilizacdo do

potencial.
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3.4.4 Estudo da imobilizagdo dos anticorpos monoclonais anti-DRI sobre a superficie do
eletrodo de carbono vitreo e posterior bloqueio dos grupos carboxilicos ativados

Nesta estratégia para desenvolvimento do imunossensor, o eletrodo de carbono vitreo
foi submetido a uma eletro-oxidagdo, visando a geracdo de agrupamentos carboxilicos por
toda a extensdo de sua superficie. Para tal, um potencial de +1,5 V foi aplicado por 15
segundos em meio altamente oxidante (solucdo de dicromato de potdssio 2,5% (m/m)
contendo 10% de acido nitrico (n1/m)50).

A seguir, o eletrodo foi enxaguado com dgua deionizada e incubado por 1 hora, a
temperatura ambiente, em solucdo de EDC/NHS (na concentragdo 5 x 10°e8x 107 mol L™,
respectivamente). O objetivo desta etapa € a ativacdo dos grupos carboxilicos da superficie,
para posterior ligacdo com anticorpo anti-DR1.

Terminado o tempo de incubacdo em solucdo de EDC/NHS, o eletrodo foi lavado por
imersdo em dgua deionizada sob moderada agitacdo por 3 séries de 10 segundos e em seguida,
foi incubado por mais 1 hora em solucdo de anticorpo anti-DR1 na concentra¢do 0,05 mg mL"
! Por fim, para remocdo de moléculas fracamente ligadas, o eletrodo foi lavado em solugdo
tampdo PBS 0,1 mol L', pH 7,5, por imersdo sob moderada agitacio em 3 séries de 10
segundos.

Tendo sido confirmada a efetiva imobilizagdo dos anticorpos sobre o eletrodo, os
grupos carboxilicos ativados remanescentes (que nao foram utilizados na ligacio com o
anticorpo) foram bloqueados de modo a ndo contribuir com sinal inespecifico, ji que
poderiam favorecer a ligacdo de outra molécula através deles. Por isso, o eletrodo contendo
anticorpo anti-DR1 incubou por 30 minutos em solu¢do de etanolamina, seguido de lavagem
por imersio em lavado em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L', pH 7,5. Apés esta etapa, o
eletrodo estd pronto para a interagdo com o antigeno (corante DR1). A Figura 16 sintetiza a
metodologia de modificacdo do eletrodo de carbono vitreo (ECV) para construcdo do

1Munossensor.
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Figura 16 - Esquema de modificagdo do eletrodo de carbono vitreo para constru¢do do imunossensor.
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As etapas referentes a imobiliza¢do do anticorpo e sucessivo bloqueio da superficie do
eletrodo foram caracterizadas por VC e EIS. Os parametros empregados na VC foram os
mesmos dos estudos anteriores: Intervalo de potencial de +0,45 a -0,20 V, v = 25 mV, em

% 1x10% mol L™ preparada em solugdo tampao PBS. J4 para as

meio de solu¢do de Fe(CN)g
medidas de EIS nesse mesmo meio, os parametros da técnica foram: Intervalo de frequéncia
de 50 kHz a 10 mHz, amplitude (rms) de 10 mV, com 10 pontos por década e tempo de 300
segundos para estabilizacdo do potencial.

Antes e apos a realizacdo de qualquer modificacdo sobre o eletrodo de carbono vitreo,
este foi cuidadosamente polido utilizando uma suspensdo de alumina com particulas de 0,05
um colocada sobre uma superficie imida de feltro apoiada em suporte de vidro. Apds ser

polido, o eletrodo de carbono vitreo foi lavado abundantemente com etanol e d4gua deionizada.

3.4.5 Estudo da estabilidade do eletrodo contendo anticorpo imobilizado apos medidas de
EIS sucessivas

A estabilidade da imobilizacdo do anticorpo anti-DR1 sobre a superficie do eletrodo
de carbono vitreo apds a realiza¢do de medidas de impedancia foi investigada.

O eletrodo foi modificado conforme descrito no item 3.4.4 até a etapa de imobilizacdo
do anticorpo e levado para realizacdo da medida de EIS (os parametros da técnica utilizados
foram os mesmos do item 3.4.4). Ao término da medida, o eletrodo foi enxaguado com dgua
deionizada.

A seguir, o eletrodo permaneceu imerso em solu¢do tampao PBS por 30 minutos,

enxaguado novamente com dgua deionizada e levado para realizacdo de uma nova medida.
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Este ciclo foi realizado repetidamente por 4 horas e os resultados obtidos foram
comparados buscando verificar se o perfil apresentado com o passar do tempo e ap6s diversos
enxagues, sofria qualquer alteracdo que pudesse indicar lixiviagdo das moléculas

imobilizadas, ou outro tipo de alteragao da superficie do eletrodo.

3.4.6 Estudo da adsor¢do do corante DRI sobre o eletrodo bloqueado (na auséncia de
anticorpo anti-DR1)

De modo a verificar se o bloqueio dos grupos carboxilicos ativados era efetivo, o
eletrodo de carbono vitreo foi modificado conforme descrito no item 3.4.4, a excecdo da etapa
de incubag¢do em solug¢do de anticorpo anti-DR1, e apds a etapa de bloqueio foi realizada
medida de impedancia.

Depois disto, o eletrodo foi enxaguado com dgua deionizada, incubado em solucdo de
corante DR1 na concentracdo 1 x 10° mol L™ por 30 minutos, enxaguado novamente e entao,
uma nova medida foi realizada.

Os diagramas de Nyquist obtidos antes e apds a incubagao do eletrodo na presenga do
corante foram comparados para verificar a possivel ocorréncia de adsorcao sobre a superficie

bloqueada.

3.4.7 Imagens de microscopia de forca atomica (AFM) da superficie do eletrodo de carbono
vitreo limpo e apds a imobilizacdo do anticorpo

As superficies do carbono vitreo limpo e apds a imobilizacdo do anticorpo anti-DR1
foram caracterizadas via AFM. Para tal, uma placa de carbono vitreo de dimensdes 2 x 2 cm e
0,5 cm de espessura foi cuidadosamente polida utilizando suspensdo de alumina com
particulas de 0,05 um colocadas sobre uma superficie imida de feltro apoiada em suporte de
vidro. Apés ser polida, a placa de carbono vitreo foi lavada abundantemente com etanol e
dgua deionizada.

Sobre a placa foi feita a imobilizacdo do anticorpo anti-DR1 conforme descrito no

item 3.4.4 e entdo, as imagens topograficas antes e apds a modifica¢do foram obtidas.
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3.4.8 Caracterizacdo da imobilizacdo do anticorpo sobre o eletrodo de carbono vitreo
através de infra-vermelho (FT-IR-ATR)

A superficie do carbono vitreo limpo e apds a imobilizacdo do anticorpo anti-DR1 foi
caracterizada também por espectroscopia no infra-vermelho com Transformada de Fourier por
reflectincia total atenuada (FT-IR-ATR). A limpeza da placa de carbono vitreo e posterior

modificacdo foram realizadas (conforme item 3.4.4) e os espectros foram obtidos.

3.4.9 Otimizagdo dos pardmetros experimentais para realizagcdo das medidas de EIS

Tendo sido concluidas as etapas de caracterizacdo da modificagdo do eletrodo de
carbono vitreo, partiu-se para os estudos de otimiza¢cdo dos parametros a serem empregados
nas medidas de EIS, que € a técnica na qual a metodologia analitica do imunossensor proposto
se fundamenta.

Os seguintes parametros da técnica foram estudados: tempo de estabilizacdo do
potencial de circuito aberto (Eoc), amplitude de perturbacdo do potencial, intervalo de
frequéncia e nimero de medidas por década de frequéncia.

A otimizagao foi realizada com o eletrodo de carbono vitreo modificado até a etapa do

bloqueio, ou seja, com 0 imunossensor pronto para uso.

3.4.10 Otimizagdo das etapas de constru¢cdo do imunossensor via planejamento fatorial
completo

A partir do estabelecimento das melhores condi¢des para realizacdo das medidas de
EIS com o imunossensor foram realizados estudos quimiométricos através de planejamento
fatorial completo para otimizagdo das condicdes experimentais envolvidas na constru¢ido do
imunossensor. Foram selecionadas para realizagdo deste estudo as etapas que tém maior
impacto no sinal de resposta medido apds a interacdo com o analito.

O planejamento fatorial € classificado como um método simultineo, no qual as
variaveis de interesse e que apresentam influéncia significativa na resposta sdo avaliados ao
mesmo tempo. Pode ser representado por b¥, no qual k é o ndmero de varidveis e b é o nimero
de niveis escolhidos. Planejamentos fatoriais do tipo 2" sdo os mais comuns e o nimero de
ensaios necessarios aumenta rapidamente com k, o nimero total de fatores investigados“.

Assim, os pardmetros avaliados foram: concentracdo de anticorpo anti-DR1 a ser

imobilizado sobre o eletrodo, tempo de incuba¢do do anticorpo anti-DR1 e tempo de
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incubacdo em solucdo de antigeno DR1, em niveis alto e baixo, definidos a partir de trabalhos

anteriores do grupo. A Tabela 2 resume o que foi descrito.

Tabela 2 - Parametros experimentais a serem otimizados e os respectivos valores utilizados no estudo

quimiométrico.
Variavel Nivel Alto Nivel Baixo
[Ab-anti DR1] 0,05mgmL” | 0,005 mgmL’
Tempo de incubagdo do Ab 60 minutos 30 minutos
Tempo de incubacdo Ag 60 minutos 30 minutos

Os estudos foram realizados em triplicata =38 experimentos, que em triplicata
totalizam 24 experimentos) no periodo de seis dias (6 blocos de 4 experimentos), que foi o
menor periodo possivel para se concluir o estudo com o minimo de variagdes possiveis de dia
para dia.

O eletrodo foi modificado normalmente, seguindo as combinag¢des de tempo e
concentracdo estabelecidas no estudo e na etapa de interacdo com o antigeno todos os
eletrodos foram incubados na mesma concentragcdo de corante DRI, 1 x 10" mol L.

ApOs a realizacdo de cada experimento, o eletrodo de carbono vitreo foi devidamente
limpo, conforme ja descrito no item 3.4.4 para poder receber uma nova modificacdo
correspondente a um novo experimento.

O parametro de resposta avaliado foi a variacdo do valor de resisténcia de
transferéncia de carga (AR), que foi calculado pela subtracdo do valor de R, obtido apds a
incubagcdo com o antigeno, e o valor de R, obtido na etapa de bloqueio (dltima etapa de

modificagao).

3.4.11 Seletividade da resposta do imunossensor frente a outros corantes dispersos

De modo a avaliar a seletividade da resposta do imunossensor frente a diferentes
corantes téxteis, o dispositivo foi incubado individualmente em solu¢des dos corantes
dispersos Orange 1 (DO1), Red 73 (DR73) e Red 78/50 (DR78) na concentragao 1 x 107 mol
L por 30 minutos. O eletrodo foi entdo lavado cuidadosamente com 4gua deionizada, as
medidas de EIS foram registradas e o AR obtido para cada caso foi analisado. Estes corantes
foram escolhidos, pois sdo da mesma classe que o DR1 e também por apresentarem estrutura

e massas moleculares similares.
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3.4.12 Curvas analiticas do corante DR1

Ao fim dos estudos de otimizacdo dos parametros da técnica e das condigdes
experimentais envolvidas no ensaio, o desempenho do imunossensor foi avaliado. Para
constru¢do da curva analitica, o imunossensor foi incubado por 30 minutos, a temperatura
ambiente, em solucdo de corante DR1 em diferentes concentracdes (preparadas pela diluicao
da solugio estoque de DR1 em solugdo tampdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,5). Ap6s cada periodo
de incubacdo, o imunossensor foi lavado cuidadosamente com 4dgua deionizada. Por fim, as
medidas de EIS foram realizadas em meio de solucdo de Fe(CN)63'/4' 1 x 107 mol L'
preparada em solugio tampdo PBS 0,1 mol L, pH 7,5. O pardmetro de resposta avaliado nas

diferentes concentragdes de DR1 foi o AR (calculado como descrito no item 3.4.10).

3.4.13 Aplicacdo do imunossensor em amostra de dgua

Experimentos preliminares para determinag¢do de corante DR1 em amostras de dgua
tratada foram também realizados. A resposta do imunossensor foi testada frente a uma
amostra de d4gua proveniente de torneira em dilui¢o 1:5 (em tampdo PBS 0,1 mol L, pH 7,5)
pelo método de adicdo de padrao do corante DR1, nas mesmas condi¢des utilizadas para
determina¢do de DR1 empregadas na curva analitica, descrita no item 3.4.11.

A amostra de dgua de torneira utilizada neste estudo foi devidamente armazenada em
um recipiente limpo e rotulado com as informacdes da coleta. Todos os estudos de

desempenho do imunossensor foram realizados utilizando esta mesma amostra.

3.4.14 Determinacgdo da constante de dissocia¢do anticorpo-antigeno

A constante de dissociagdo para o corante DR1 e seu anticorpo imobilizado na
superficie do eletrodo de carbono vitreo pdde ser determinada a partir dos dados de
capacitancia, Cq4, obtidos nas medidas de EIS realizadas para a constru¢io da curva analitica,
assumindo o modelo da isoterma de Langmuir. Embora a R, seja mais sensivel a ligacdo do
corante DR1 que a capacitancia, a isoterma de adsor¢do deve ser preferencialmente
determinada a partir dos dados de capacitincia®.

Existem dois tipos de sitios de ligagdo no anticorpo neste sistema: os sitios de ligacao
j4 ocupados pelas moléculas de DRI e os sitio livres, sendo que estes sitios correspondem a
elementos de circuito elétrico dispostos em paralelo. J4 que elementos capacitivos arranjados
em paralelo, combinam-se de forma aditiva, espera-se uma relacao linear entre a capacitancia

e o grau de cobertura da superficie®.
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A reacdo de dissociagdo para o corante DRI e seu anticorpo (Ab) é apresentada

abaixo, para a constante de equilibrio K4 (do 8 a 13):

DR1Ab < DR1+Ab (8)

[DR1][Ab]

Ka=“prian; @

Assumindo que o grau de cobertura do complexo antigeno-anticorpo é 0, a cobertura

correspondente ao anticorpo nao ligado sera 1 — 6. Entao:

K, = (1;4) [DR1] (10)

Assumindo entdo a isoterma de adsor¢do de Langmuir, a mudanca na C4 pode ser

diretamente relacionada ao grau de cobertura da superficie:

ACy = 0ACqmax (11)

Onde:

ACymax = [Cao=0) — Cao=1)]/Cao=0) (12)

O uso da mudanca nos dados da capacitancia (AC4, sem unidade) permite a

transformacdo da isoterma de adsorcdo em uma equacao na forma de Hanes-Woolf®:

[DR1] [DR1] K,
= + (13)
ACd Cd,max ACd,max

Por fim, a constru¢cdo de um grifico de [DR1]/ACq4 versus [DR1], permite calcular o
valor da constante de dissociacdo, a partir da divisdo do valor do intercepto pelo valor do

coeficiente angular, obtidos pela regressdo linear da curva®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo a facilitar o entendimento dos resultados obtidos neste trabalho, a
apresentacdo destes foi dividida em duas partes, j& que abrangem o desenvolvimento de

imunossensor impedimétrico para detec¢do de DR1 por metodologias diferentes.

4.1 Desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para deteccdo do corante DR1
empregando eletrodos impressos de ouro

A principio, o presente trabalho visou a construcio do imunossensor utilizando
eletrodos impressos comerciais. Estes eletrodos apresentam diversas vantagens tais como o
fato de serem descartdveis, faceis de usar, ja serem adequados para uso em sistemas portateis
e miniaturizados, empregarem volume muito pequeno de solugdes etc. Estas caracteristicas os
tornam muito atrativos para o desenvolvimento de sensores em geral, e por isso, 0 projeto

inicial tinha sua proposta fundamentada somente com este tipo de eletrodo.

4.4.1 Estudo da limpeza da superficie do eletrodo impresso

Durante o processo de fabricacdo, embalagem e armazenamento dos eletrodos
impressos, possiveis impurezas podem se depositar sobre sua superficie eletrédica. Essas
impurezas, por sua vez, podem comprometer a homogeneidade da condutividade do material,
prejudicando o desempenho do eletrodo e a repetibilidade das medidas. Por conta disso foram
investigados diferentes métodos para limpeza da superficie do eletrodo.

Na literatura podemos encontrar trabalhos®®®’

que realizam a limpeza da superficie de
eletrodos de ouro por VC na presenca de dcido sulftirico. Assim, o primeiro método estudado
envolveu a limpeza por voltametria ciclica de 0 a +1,5 V, por 10 ciclos e v = 100 mV s em
solucdo de 4cido sulfirico 0,5 mol L contendo KCI 1 x 107 mol L', Os voltamogramas

obtidos nesse processo estdo ilustrados na Figura 17.
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Figura 17 - A. Voltamogramas obtidos no processo de limpeza do eletrodo impresso em dcido
sulfdrico 0,5 mol L', 10 ciclos realizados em um mesmo eletrodo. B. 10° ciclos de limpeza de quatro
diferentes eletrodos impressos reunidos.

A B
18
1 40-{ | —— Eletrodo 1
15—_ {| ——Eletrodo 2
124 304 Eletrodo 3
| | | =/ Eletrodo 4
9 ] 204
6 < 1
i ] 3 104
~ 34 ~
e ] e 1
0 0+
3 -10-
-6- |
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T '20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 02 00 02 04 06 08 10 12 14 1,6
E/V E/V

Como pode ser verificado na Figura 17B, o mesmo processo de limpeza gerou
voltamogramas com perfis e valores de corrente diferentes de um eletrodo para outro,
indicando que as superficies dos eletrodos ndo sdo exatamente homogéneas.

Para verificar o efeito do processo de limpeza dos eletrodos, voltametrias ciclicas no
intervalo de potencial de +0,45 a —0,20 V em meio de Fe(CN)63 " 1x10° mol L' em solucdo
tampdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,5 foram realizadas antes e ap6s o processo de limpeza em um
mesmo eletrodo. A Figura 18 mostra que apds o processo de limpeza surgiram distor¢des e
picos ndo existentes anteriormente, demonstrando a ocorréncia de reacdes ndo desejadas do

acido com o material do eletrodo ou até mesmo a lixiviacao de parte desse material.
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Figura 18 - Voltamogramas ciclicos obtidos em meio de Fe(CN)¢>"* 1 x 10” mol L' em solugdo
tampdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,5, sendo A e B antes e C e D apés o processo de limpeza em 4cido
sulfdrico 0,5 mol L' em dois diferentes eletrodos impressos de ouro.
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Por conta disso, um segundo método de limpeza foi testado visando tornar as
condi¢Oes de limpeza mais brandas. Um menor numero de ciclos (5) e menor concentracio de
4cido sulfdrico (0,1 mol L") foram empregados na limpeza de novos eletrodos e ainda assim
foram verificados picos e distor¢cdes apds o processo de limpeza. O dano causado aos
eletrodos submetidos a essas duas condi¢cdes de limpeza pode ser observado também

visualmente conforme apresentado na Figura 19.
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Figura 19 - A Aparéncia dos eletrodos impressos de ouro apds serem submetidos a voltametria ciclica
por 10 ciclos em 4cido sulfirico 0,5 mol L'eB por 5 ciclos em 4cido sulftirico 0,1 mol L.

Diante desse resultado decidiu-se utilizar um método de limpeza que ndo empregasse
o dcido sulfudrico e que a presenca de KCI afeta o eletrodo de referéncia. Assim, o terceiro
método de limpeza estudado consistiu no enxague simples dos eletrodos novos em etanol,
com auxilio de pisseta por alguns segundos. Apds o enxague, os eletrodos secaram
rapidamente a temperatura ambiente e entdo foram submetidos a voltametria ciclica. A Figura

20 apresenta o voltamograma obtido apds esse processo.

Figura 20 - Voltamograma ciclico do eletrodo impresso obtido ap6s enxague com etanol (os 3 ciclos
estdo apresentados).
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Os voltamogramos obtidos apds o enxague dos eletrodos em etanol apresentaram um
perfil limpo, sem distor¢des ou picos, além daqueles referentes a redugdo e oxidacdo do par

redox escohido e por isso estabeleceu-se este método de limpeza como mais adequado para os

eletrodos impressos, ja que ndo ocasiona dano ao material do eletrodo. Esse procedimento foi
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entdo empregado para todos os eletrodos antes de todos os estudos e antes que estes fossem

submetidos a qualquer procedimento de modificacgao.

4.4.2 Estudo da imobilizacdo dos anticorpos monoclonais anti-DR1 sobre a superficie dos

eletrodos impressos

4.4.2.1 Rota 1 — Imobilizacdo dos anticorpos via proteina A de S. aureus

Inicialmente, este foi o tnico método proposto para a imobilizacdo dos anticorpos no
projeto de pesquisa.

A primeira etapa de modificacdo por essa rota compreende a formacdo de uma SAM
de cistamina sobre a superficie do ouro. A formacdo da SAM ocorre pela quimissor¢dao da
cistamina sobre os eletrodos impressos de ouro via grupo tiol, deixando os grupos amino
terminais expostos em direcdo 2 solucio®.

O préximo passo consiste na adi¢do de solucdo 2,5% de glutaraldeido sobre os
eletrodos com a SAM. A molécula de glutaraldeido é bifuncional e assim, um dos grupos
carbonila desta molécula podem se ligar ao grupo amino primdrio da extremidade livre da
SAM enquanto o outro permanece livre no topo da superficie.

Depois disto, solucdo de proteina A € adicionada a superficie j4 modificada. Neste
passo, os grupos amino da proteina A provavelmente reagem com o grupo carbonila do
glutaraldeido via formacdo de Base de Schiff. A imobiliza¢do de anticorpos via proteina A €
vantajosa devido a grande afinidade desta proteina com a por¢do F. dos anticorpos, o que
garante uma conformacao desejavel ao anticorpo na superficie do eletrodo, ja que a por¢ao F,y,
(onde estao os sitios de ligacdo com o antigeno) dos anticorpos ficard disponivel. A Figura 21

ilustra a estrutura geral dos anticorpos.

Figura 21 - Estrutura geral dos anticorpos.

Fonte: Nelson; Cox (2006, p. 177).
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Para melhor entendimento das etapas envolvidas nesta rota de imobiliza¢do, o

esquema da modificagdo estd apresentado na Figura 22.

Figura 22 - Esquema das etapas empregadas para imobilizacdo dos anticorpos monoclonais anti-Red
1 pela Rota 1.
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Ap6s a imobilizagdo da proteina A, solucdo contendo os anticorpos monoclonais anti-
DR1 foi adicionada sobre os eletrodos. A ligagao dos anticorpos com a proteina A ocorre via
ligacdo peptidica, formada a partir dos grupos carboxilicos da por¢do F. do anticorpo com os
grupos amino abudantes na molécula da proteina A, resultando em uma amida. Todas as
etapas de modificacdo foram caracterizadas por VC e EIS em meio de Fe(CN)e™™ 1 x 107

mol L em tamp3o PBS pH 7,5. A Figura 23 apresenta os resultados dessas caracterizacdes.

Figura 23 - Etapas de modifica¢do empregadas para imobilizag¢@o dos anticorpos monoclonais anti-
DR1 via proteina A sobre eletrodos impressos de ouro caracterizadas A por VC e B por EIS. Inset:
Regido de altas frequéncias.
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Os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo limpo apresentam o perfil tipico em
meio do par redox Fe(CN )6+, com um par de picos de corrente em +0,042 V (pico catédico)
e +0,18 V (pico anddico), como esperado para um modelo de transferéncia eletronica quasi-
reversivel (Ipa/Ipe # 1,0 e AE, diferente de 59 mV). O par ferri/ferrocianeto ndo exibe uma
resposta completamente reversivel em quase todas as solucdes tampdes fosfato (com pH ao
redor de 7 e concentragdes dos sais ao redor de 0,1 mol L'"). As principais razdes para isso
podem ser um desvio do processo de controle difusional no eletrodo, adsor¢do de fosfato na
superficie do eletrodo e influéncia da queda 6hmica™.

Ja os voltamogramas ciclicos referentes a modificacdo do eletrodo com cistamina
mostram que houve um discreto deslocamento do pico anddico para potenciais mais negativos
e mudancas pouco significativas nas intensidades dos picos anddico e catédico. O fato dos
voltamogramas ciclicos obtidos apds a formac¢do da SAM apresentarem somente uma ligeira
diferenca em relacdo aos voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo limpo demonstra que
uma superficie com baixo recobrimento possivelmente foi obtida, facilitando o acesso de
espécies eletroativas por difus@o nas dreas nao cobertas do eletrodo.

Entdo, o recobrimento da supeficie do eletrodo apds a modificacdo com cistamina foi
investigado através da equag@o 14, sendo Ipsam € Ipjimpo, as correntes de pico anddico do
eletrodo com a SAM e do eletrodo limpo, respectivament656. Foi obtido um valor de 6 = 0,10,
que confirmou o baixo recobrimento da superficie do eletrodo pela SAM. Recobrimentos

relativamente baixos por SAM de cistamina j4 foram anteriormente observados e relatados®®.

6=1- (—IIP'SAM ) (14)

p,limpo

Esse baixo recobrimento pode ser devido a rugosidade do eletrodo, além da presenca
de cargas positivas na SAM, ja que é possivel que hajam grupos amino protonados neste pH.
A existéncia de cargas positivas pode causar um aumento da repulsao lateral das moléculas de
cistamina durante a formacdo da SAM, diminuindo assim a efetividade do recobrimento e
também ocasionar por atracdo eletrostética, facilitacdo da reducdo dos ions Fe(CN)e"". Todos
esses fatores podem justificar a similaridade das respostas do eletrodo com SAM de cistamina
e dos eletrodos limpos™®.

Ap6s a adicdo de glutaraldeido foi possivel observar uma diminui¢do na intensidade

3-/4-

nas correntes de pico do par redox Fe(CN)e e um aumento na diferenca dos potenciais entre
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os picos anddico (+0,17 V) e catddico (+0,030 V) indicando que houve algum bloqueio na
reagdo de transferéncia eletronica. Um recobrimento estimado de 6 = 0,18 foi obtido para esta
etapa, sugerindo que o aumento no comprimento do cadeia sobre a superficie do eletrodo
ocasionou um aumento na resisténcia de transferéncia eletronica aparente.

A partir da Figura 23A também é possivel verificar que apds a etapa de modificacao
com a proteina A e da etapa de imobilizacio do anticorpo anti-DR1 os voltamogramas
apresentaram correntes de pico pouco definidos, aumento na separacao dos potenciais de pico
(AEp= 0,20 V para a modificagdo com proteina A e AE,= 0,24 V para a imobiliza¢do do
anticorpo) e aumento do recobrimento, com 6 = 0,40 para a etapa da proteina A e 6 = 0,60
para a etapa do anticorpo. Esses resultados demonstram que houve uma diminui¢do
significante na reacdo de transferéncia eletronica devido ao bloqueio parcial da superficie e
alongamento da camada modificadora.

As caracterizacOes realizadas por EIS confirmam os resultados observados pela VC.
Os valores de resisténcia de transferéncia eletronica foram obtios em cada etapa e estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parimetros obtidos na caracteriza¢éo do eletrodo por EIS em cada etapa de modificacdo.

Etapa da Modificacao
P Eletrode Ri(KQ) | Zee kQ) | R (kQ)
Limpo 0,34 24,70 48,72
SAM de cistamina 0,38 3,11 5,46
Glutaraldeido 0,37 13,29 25,48
Proteina A 0,36 60,36 120,00
Anticorpo 0,36 120,69 240,66

O aumento sucessivo dos valores de R.; apds cada etapa de modificagdo (exceto para a
etapa da SAM de cistamina, pelas razdes ja citadas) estdo em conformidade com os resultados
obtidos por VC, confirmando que as modificacdes foram efetivamente realizadas com
aparente sucesso na imobilizacao do anticorpo na superficie do eletrodo.

Ap6s definir a metodologia de imobilizagdo do anticorpo, os eletrodos foram
incubados com solu¢do de BSA 0,05% preparada em meio de solu¢dao tampao PBS 0,1 mol L
' pH 7.5 contendo 0,02% de Tween 20. O objetivo desta etapa foi bloquear os espacos nao
ocupados entre os anticorpos, evitando que moléculas possam se adsorver na superficie do
eletrodo produzindo um sinal inespecifico, ou seja, que ndo € proveniente da reacdo de
reconhecimento do antigeno pelo anticorpo. As medidas de EIS realizadas estdo apresentadas

na Figura 24.



68

Figura 24 - Diagramas de Nyquist obtidos para dois eletrodos impressos modificados pela rota da
proteina A e bloqueados com BSA 0,05%.
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Foi verificada grande discrepancia entre os valores de R para os dois eletrodos que
foram submetidos as mesmas modificagdes com as mesmas solugdes. Além disso, ambos
valores de R para esses eletrodos (23,38 e 66,74 kQ) foram bem inferiores ao obtido para a
etapa de imobilizacdo do anticorpo via glutaraldeido (240,66 k) ja apresentado.

De modo a investigar a repetibilidade de cada etapa de modificacdo, foram realizadas
medidas de EIS para diversos eletrodos depois de lavados para todas as etapas de
modificagdo. Foi obtida boa repetibilidade entre as medidas para os eletrodos limpos,
modificados com cistamina e com glutaraldeido. Na etapa da proteina A, no entanto, foram
obtidas medidas bastante dispersas, com pouca repetibilidade, sendo que em algumas delas
nenhuma proteina A pareceu estar imobilizada (resposta similar a dos eletrodos limpos). A
Figura 25 apresenta os resultados dessas medidas que obtiveram um desvio padrao relativo de
63,73%, em relacdo a R de cada eletrodo.

Um novo lote de proteina A foi adquirido e as medidas refeitas. Da mesma forma, as
modifica¢Oes empregando a proteina A continuaram dispersas € sem repetibilidade, sendo que
em muitos estudos a proteina ndo pareceu estar imobilizada. Provavelmente, a imobilizagcdo
da proteina A ndo foi tao efetiva e estdvel como pareceu nos estudos preliminares, e esta
molécula possivelmente se desprende com facilidade da superficie do eletrodo. Desse modo,
sem o controle da quantidade de proteina A imobilizada e sem a garantia da presenca dessa
molécula na superficie do eletrodo, o uso desta molécula para o desenvolvimento do

imunossensor foi descartado e novas rotas para imobiliza¢ao do anticorpo foram exploradas.
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Figura 25 - Diagramas de Nyquist obtidos para quatro eletrodos impressos modificados até a etapa da
proteina A. Inset: Regido de altas frequéncias.
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4.4.2.2 Rota 2 — Imobilizacdo dos anticorpos via SAM de 4cido lipdico e agrupamentos

carboxilicos ativados

E importante ressaltar que os resultados apresentados daqui em diante foram obtidos
com um novo lote de eletrodos impressos de ouro (de mesma marca e modelo), e por isso
foram observadas diferencas em relacdo as intensidades das medidas para os eletrodos limpos
tanto na VC como na EIS quando comparados com as medidas feitas com o lote anterior, o
que influenciou na intensidade de todas as outras etapas de modificagao.

Esta rota de imobiliza¢do de anticorpos ja foi anteriormente utilizada com sucesso em
nosso grupo de pesquisa na construcdo de imunossensor impedimétrico para deteccdo de
Aflatoxina B169.

A primeira etapa de modificagdo por esta metodologia envolve a formacdo de uma
SAM de 4cido lipdico. O 4cido lipdico possui um agrupamento tiol, que da mesma forma que
a cistamina, se ligard ao ouro presente na superficie do eletrodo. Na extremidade oposta, a
molécula de 4cido lipdico apresenta um grupo carboxilico terminal que ficard direcionado
para a solu¢do apds a formagdao da SAM, conforme mostra a Figura 26.

A seguir, os grupos carboxilicos terminais sdo ativados com solu¢do de EDC/NHS

conforme mecanismo ja apresentado (Figura 8).
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Figura 26 - Representacdo da superficie do eletrodo impresso de ouro modificada com a SAM de
acido lipéico.

As medidas de caracterizacdo de cada etapa de modificacdo desta rota foram
realizadas em triplicata por VC e EIS, apresentando boa repetibilidade e indicando efetiva

imobilizacao do anticorpo (Figura 27).

Figura 27 - Etapas de modificacdo empregadas para imobilizacdo dos anticorpos monoclonais anti-
Red 1 via SAM de 4cido lipéico caracterizadas A por VC e B por EIS. Inset: Regido de altas

frequéncias.
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Novamente, os resultados obtidos pela VC e EIS estiveram em conformidade para
cada etapa de modificacdo do eletrodo.

Pode-se verificar pelo voltamograma obtido apds a formagao da SAM, uma grande
deformacdo do perfil de reversibilidade, indicando que houve grande recobrimento da
superficie por esta SAM e considerdvel bloqueio da reacdo de transferéncia eletronica do par
redox. O valor do recobrimento ndo pdde ser calculado devido a dificuldade na determinagdo

da corrente de pico no eletrodo modificado com a SAM.
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Apés a ativacdo dos grupos carboxilicos, houve uma melhora no perfil de
reversibilidade em relacdo a etapa da SAM, porém com separacdo dos potenciais de pico por
volta de 0,17 V e recobrimento estimado de 6 = 0,60 pode-se afirmar que ainda assim ha
grande bloqueio na superficie do eletrodo. Essa melhora no perfil, pode ser devido a presenca
de alguma carga presente no intermedidrio formado durante o processo de ativagdo, que pode
por atracio eletrostatica ocasionar a facilitacdo da reducio dos fons Fe(CN)s™".

No voltamograma referente a imobilizacdo dos anticorpos ocorre novamente uma
piora no perfil de reversibilidade, com separacdo dos potenciais de pico por volta de 0,3 V e
recobrimento de 6 = 0,78, evidenciando que apds essa etapa, mais moléculas estdo presentes
na superficie do eletrodo.

Pela EIS, os valores de R em cada etapa de modificacdo foram determinados e estdo
apresentados na Tabela 4. Novamente, verificou-se o aumento sucessivo dos valores de R
apos cada etapa de modificacdo, exceto para a etapa de ativacao, provavelmente pela presenca
de cargas no intermedidrio ativado, que ocasionam o favorecimento da transferéncia

eletronica do par redox.

Tabela 4 - Pardmetros obtidos na caracterizagdo do eletrodo por espectroscopia de impedancia
eletroquimica em cada etapa de modificacdo na rota.

Etapa da Modificacao Rt
do Eletrodo R (k()) Zse (kQ) (kQ)
Limpo 0,36 44,10 84,48
SAM de ac. lipéico 0,39 353,81 706,84
Ativacdo EDC/NHS 0,39 234,26 467,74
Anticorpo 0,37 750,00 1499,30

Pode-se verificar que os resultados das caracterizagdes obtidos pelas duas técnicas
estdo coerentes e indicam efetiva imobiliza¢do do anticorpo na superficie do eletrodo.

Apo6s a imobiliza¢do do anticorpo sobre o eletrodo, solucao de BSA foi utilizada para
bloqueio dos espacos livres entre os anticorpos. O estudo foi realizado em triplicata, com boa
repetibilidade tanto por VC e EIS. A Figura 28 mostra como a etapa de bloqueio da superficie
aparece em relacao as demais.

E fcil verificar que o voltamograma referente a etapa do bloqueio causou uma piora
no perfil de reversibilidade em relacdo a etapa do anticorpo, indicando que as moléculas de
BSA estdo presentes na superficie do eletrodo. Pela EIS, o valor de Ry = 2174, 24 kQ foi
obtido para esta etapa, confirmando ter havido incremento no bloqueio da reacdo de

transferéncia eletronica do par redox em relacdo a etapa anterior.
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Figura 28 - Etapas de modifica¢do empregadas para imobilizag¢@o dos anticorpos monoclonais anti-
Red 1 via SAM de 4cido lipdico e bloqueio da superficie dos eletrodos impressos de ouro modificados
caracterizadas A por VC e B por EIS.
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Entdo, baseados nos bons resultados para imobilizacdo dos anticorpos e bloqueio da
superficie por esta rota, o corante DR1 foi adicionado sobre os eletrodos modificados. Duas
concentracdes de corante, 1 x 10° e 1 x 10° mol L™, foram testadas em quadruplicata através
da EIS. E importante ressaltar aqui, que estas solu¢des de corante foram obtidas pela diluigdo
da solucdo estoque de corante (4 x 10 mol L', em solucdo de bloqueio) preparada em dgua
contendo 5% do dispersante comercial Fongranal para solubilizacdo do corante, que ¢
insolivel em meio aquoso. A Figura 29 mostra os resultados dessas medidas.

Como pode ser verificado na Figura 29 ndo foi obtido nenhum comportamento
aparente de aumento ou diminui¢do na intensidade das medidas nas diferentes concentragdes
de corante. As medidas ficaram dispersas apresentando desvio padrao relativo de 74 e 70%
para as concentragdes 1 x 10 e 1 x 10° mol L™, respectivamente.

Uma caracteristica, no entanto, foi observada para todas as medidas realizadas na
presenca do corante: a impedancia obtida foi menor que a obtida na etapa do bloqueio. Este
fato poderia ser explicado por duas hipéteses: lixiviacdo de moléculas ja imobilizadas,
provavelmente ocasionadas pela presenca do Fongranal, ou, o corante DRI facilitar o
processo de transferéncia eletronica. Essas hipéteses foram investigadas, como demonstrado a

seguir.
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Figura 29 - Medidas obtidas com eletrodos impressos de ouro modificados pela rota do 4cido lipdico
e bloqueados com BSA apés a adicdo de corante DR1 nas concentracdes A 1 x 10° e B 1 x 10° mol L’

" (n=4).
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De modo a investigar se o solvente Fongranal ocasiona lixiviagdo das moléculas ja

imobilizadas no eletrodo foram feitas medidas de EIS em triplicata nas quais, na etapa

referente a adicdo do corante Red 1, foi adicionado apenas o solvente (dgua e Fongranal na

propor¢io referente a uma solucio 1 x 10° mol L7). As medidas apresentaram boa

repetibilidade e a comparacdo com as demais etapas € apresentada na Figura 30.

Figura 30 - Medidas obtidas com eletrodos impressos de ouro modificados pela rota do 4cido lipdico
e bloqueados com BSA apds a adi¢@o do solvente do corante (dgua e Fongranal na proporcao referente
a uma solucdo 1 x 10° mol L™
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Foi verificado que apesar de haver uma diminui¢do na impedancia em relacdo a etapa
do bloqueio, ndo é possivel atribuir ao solvente a dimunuic¢ao tao significativa observada na
presenca do corante. Por isso, concluiu-se que o solvente do corante ocasiona pouca lixiviagao
das moléculas imobilizadas.

Assim, foi estudada a hipétese de que o corante DR1 poderia contribuir na reagdo de
transferéncia eletronica.

Na tentativa de verificar se o corante DR1 provoca qualquer facilitacdo no processo de
transferéncia eletronica, voltamogramas ciclicos foram obtidos com eletrodo limpo na
auséncia de corante e apos adi¢des sucessivas de corante DR1. O resultado deste estudo esta

apresentado na Figura 31.

Figura 31 - Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo impresso de ouro limpo na auséncia de
corante DR1 e ap6s adicdes sucessivas do corante.
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Nao foi verificada nenhuma alteragcdo no perfil dos voltamogramas obtidos na
auséncia e na presenca do corante neste estudo, indicando que nio hé facilitagdo do processo
de transferéncia eletronica pela molécula do corante.

A rota de imobilizacdo do anticorpo utilizando SAM de 4cido lipdico mostrou ser mais
vantajosa em relacdo a rota da proteina A, ndo s6 em termos de efetividade na imobilizacdo,
mas também em termos de tempo envolvido e simplicidade do ensaio. Enquanto a rota que
emprega proteina A demanda 18 horas para imobilizacdo dos anticorpos e quatro etapas de
modificacdo do eletrodo, a rota que utiliza o dcido lipdico necessita de 6 horas e menor

nimero de etapas (somente 3 etapas). No entanto, a rota do dcido lipdico apresenta uma
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desvantagem: niao hd garantia da orientacdo final dos anticorpos na superficie do eletrodo
apods a imobilizacdo. Como ja demonstrado, os grupos carboxilicos ativados da SAM devem
se ligar aos grupos amino laterais presentes no anticorpo. Porém, a por¢cdao F,, do anticorpo
possui terminagdes amino, que também podem se ligar a SAM, tornando os sitios de ligacdo
com antigeno indisponiveis para reacdo. Esse fato poderia justificar o resultado disperso
obtido apds a adicao de diferentes concentragdes de corante, ja que a quantidade de sitios de
ligacdo do anticorpo disponiveis em cada eletrodo pode ser diferente. Desse modo, uma outra

estratégia para imobilizacdo orientada dos anticorpos foi estudada.

4.4.2.3 Rota 3 — Imobilizacdo dos anticorpos via SAM de p-aminotiofenol

Esta proposta se fundamenta na formagdo de uma SAM de p-aminotiofenol sobre o
eletrodo impresso de ouro. A molécula de p -aminotiofenol se liga através do grupo tiol no

ouro, deixando um grupo amino terminal direcionado a solugao, conforme mostrado na Figura
32.

Figura 32 - Representacéo da superficie do eletrodo impresso de ouro modificada com a SAM de p-
aminotiofenol.

Ap6s a formacdo da SAM, os anticorpos sdo adicionados sobre a superficie do
eletrodo. A ligagdao do anticorpo na SAM ocorre através do grupo carboxilico da por¢ao F,.
com os grupo amino terminais da SAM via ligacdo peptidica. Desse modo, espera-se que a
por¢do F,, dos anticorpos fique direcionada a solucdo, disponivel para interacio com o
antigeno. Esta rota de imobiliza¢do de anticorpo € a mais simples em termos de tempo (4
horas) e etapas de modificacdo (apenas 2 etapas).

Como nas outras rotas, as etapas de modificacdo foram caracterizadas por EIS e VC,

apresentando boa repetibilidade. Os resultados estdao apresentados na Figura 33.
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Pode-se observar na Figura 33A, uma grande deformacdo no perfil de reversibilidade
no voltamograma referente a etapa de formac¢do da SAM, com grande recobrimento da
superficie (que nao pode ser estimado pela auséncia de picos). A deformagdo no perfil se
mantém apds a etapa de imobiliza¢do do anticorpo, o que nao permite concluir se houve ou
ndo imobiliza¢do dos anticorpos. Ja através da EIS, podemos observar com clareza uma
grande diminui¢do na impedancia do sistema para a etapa da formacdo da SAM, e apds a
imobilizacdo do anticorpo, o aparecimento de um segundo semi-circulo, indicando a
imobilizacao do anticorpo.

Deve ser destacado aqui, que nos estudos apresentados daqui em diante, a solucao
estoque de corante (1 x 10° mol L™) foi preparada em meio de 4gua/ACN na proporcio 1:1,

pois foi observada degradacao do Fongranal armazenado.

Figura 33 - Etapas de modifica¢do empregadas para imobiliza¢do dos anticorpos monoclonais anti-
DR1 via SAM de p-aminotiofenol caracterizadas A por VC e B por EIS. Inset: Regido de altas
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A seguir, foi efetuado o bloqueio com BSA dos eletrodo modificados por esta rota
conforme descrito nos estudos anteriores. Nao foi observado aumento na impedancia do
sistema para estas medidas, indicando que as moléculas de BSA nao se ligaram ou se ligaram
fracamente sobre a SAM, permitindo que fossem lixiviadas no processo de lavagem.

Por isso, foi realizado o estudo da adsor¢do do corante sobre a superficie limpa do
eletrodo, pois caso as moléculas do corante ndo se adsorvessem na superficie do eletrodo, nao

seria necessdria a etapa de bloqueio. Eletrodos impressos limpos foram incubados por 30
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minutos na presenca de solu¢do de corante DR1 na concentragdo 1 x 10° mol L', e em
seguida foram lavados e medidas de EIS foram realizadas. O resultado deste estudo estd
apresentado na Figura 34.

Observou-se uma grande adsor¢do do corante sobre a superficie do eletrodo impresso
de ouro, demonstrando que € invidvel descartar a etapa de bloqueio da superficie, pois serd
observado aumento no sinal que ndo serd proveniente somente da reacdo de reconhecimento

antigeno-anticorpo.

Figura 34 - Estudo da adsorcéo do corante Red 1 sobre a superficie de eletrodos impressos de ouro.
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Diante deste resultado, foi testado um novo tipo de bloqueio do eletrodo modificado:
solucdo de leite em p6 desnatado 5% (m/v) preparada em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L™,
pH 7.5. Com esta solugdo de leite em p6 desnatado foi observado aumento do bloqueio da
superficie quando comparado a etapa do anticorpo, porém de forma irregular, com valores de
resisténcia muito discrepantes de um eletrodo para outro.

Esse fato inviabilizou a continuidade dos estudos, ja que uma adequada repetibilidade
e estabilidade das etapas de modificagdo ndo foram alcangadas com nenhuma das trés rotas
estudadas e por isso, um estudo simples para verificar a resposta exibida por diferentes

eletrodos impressos limpos frente a VC e EIS foi conduzido.



78

4.4.3 Estudo da repetibilidade da resposta do eletrodo impresso limpo em etanol com as
técnicas VC e EIS

A repetibilidade da resposta de eletrodos impressos novos, limpos somente em etanol
obtida frente a VC e EIS foi avaliada. A Figura 35 apresenta os voltamogramas e os
diagramas do plano complexo para 5 eletrodos novos e limpos escolhidos aleatoriamente.

O parametro utilizado para avaliagdo da resposta dos eletrodos frente a VC foi a drea
de pico catédico, ou seja, a drea correspondente ao primeiro pico que aparece no sentido em
que a varredura foi feita. As medidas foram realizadas com cinco diferentes eletrodos e
obteve-se um desvio padrao relativo de 29,16%.

Ja na avaliacdo da repetibilidade da resposta dos eletrodos impressos usando a técnica
de EIS, o parametro de resposta avaliado foi a resisténcia de transferéncia de carga (R), cujos
valores foram obtidos através dos diagramas de Nyquist em cada um dos experimentos. As
medidas foram realizadas com cinco diferentes eletrodos obtendo-se um desvio padrdo
relativo de 27,81%.

Esses resultados foram preocupantes, pois a repetibilidade € um fator muito importante
no desenvolvimento de sensores e os desvios obtidos demonstram que os eletrodos podem

exibir respostas consideravelmente diferentes.

Figura 35 — A Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial de +0,45a-020 V,v=25mV s e
B Diagramas de Nyquist com intervalo de frequéncia de 50 KHz a 10 mHz e amplitude de 10 mV
(rms) de eletrodos impressos sem modificacdo limpos em etanol (n = 5). Inset: Regido de altas
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Além disso, os estudos preliminares para limpeza dos eletrodos impressos
demonstraram que estes ndo resistiam a um pré-tratamento ou limpeza mais efetiva que
pudesse fornecer maior homogeneidade da superficie dos diferentes eletrodos. Diante dessa
impossibilidade e dos resultados obtidos, a utiliza¢ao destes eletrodos foi questionada.

Constatou-se neste momento que os eletrodos impressos comerciais adquiridos nao
apresentavam boa qualidade. Os dados deste estudo foram entdo apresentados a empresa
fornecedora dos eletrodos que, por sua vez, admitiu haver problemas com o lote em questao.

Apesar das muitas vantagens ja citadas relacionadas aos eletrodos impressos, cabe
destacar aqui que eles também apresentam problemas. As diferencas que os eletrodos podem
vir a apresentar de lote para lote ndo pode ser controlada por quem os adquire e assim, caso
ocorram, comprometem sua utilizacao.

Portanto, considerando o tempo restante para realizacdo da dissertacio e os recursos a
disposi¢do, uma outra metodologia para construcao do imunossensor empregando eletrodo de

carbono vitreo foi investigada.

4.2 Desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para deteccdo do corante DR1
empregando eletrodo de carbono vitreo

A nova proposta metodoldgica para constru¢do do imunossensor consistiu em
promover uma eletro-oxidagcdo sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo, para desta
forma, gerar agrupamentos carboxilicos sobre toda sua extensdo. A seguir, estes grupos foram
ativados através da solucdo de EDC/NHS, conforme ja demonstrado, com o objetivo de
promover o ancoramento das moléculas dos anticorpos monoclonais anti-DR1. Por fim, os
agrupamentos ativados remanescentes (que nao se ligaram as moléculas de anticorpo), foram
bloqueados com solucdo de etanolamina, seguida da interacdo com o antigeno (corante DR1)
em diversas concentracdes. Os resultados abaixo apresentados, detalham o desenvolvimento

deste imunossensor.

4.2.1 Estudo da imobilizacdo dos anticorpos monoclonais anti-DRI sobre a superficie do
eletrodo de carbono vitreo e posterior bloqueio dos grupos carboxilicos ativados

A modificagdo do eletrodo de carbono vitreo foi primeiramente caracterizada por VC e
EIS. Os resultados dessas caracterizagdes foram determinantes na avaliacdo da viabilidade da

metodologia empregada.
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Os resultados, que estdo apresentados na Figura 36, indicaram a efetiva imobilizacao
dos anticorpos sobre a superficie do eletrodo, bem como a existéncia de um bloqueio, apds a

incubacdo em solugao de etanolamina.

Figura 36 - Etapas de modificagdo empregadas para imobiliza¢do dos anticorpos monoclonais anti-
DR1 via eletro-oxidagdo da superficie com ativagdo dos grupos carboxilicos e bloqueio da superficie
do eletrodo de carbono vitreo caracterizadas A por VC e B por EIS. Inset: Regido de altas frequéncias.
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Seguindo 0o mesmo raciocinio de andlise empregado com os eletrodos impressos,
podemos ver claramente pela Figura 36A que na VC ocorre uma deformacgao no perfil de
reversibilidade do sistema, com diminui¢do sucessiva dos picos de oxidacdo e reducdo da
espécie redox ao fim da etapa de imobilizacdo do anticorpo e do bloqueio com etanolamina. O
recobrimento calculado para a etapa de imobilizagao do anticorpo foi 6 = 0,65 e ndo pdde ser
determinado para a etapa de bloqueio, devido ao perfil praticamente sem picos obtido,
indicando grande recobrimento. Esse resultado pode ser portanto, atribuido ao efetivo
acoplamento das moléculas modificadoras a superficie do eletrodo.

Em relacdo aos resultados de EIS, ocorreu aumento sucessivo dos valores de R ao
fim das etapas de modificacdo. A Tabela 5 apresenta os dados referentes a caracterizagdo das

etapas de modificacdo obtidos através do software Nova.
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Tabela S - Parametros obtidos na caracterizagio do eletrodo de carbono vitreo por EIS nas diferentes
etapas de modificacdo.

Etapa da Modificacao CPE 2
do Eletrodo R (kQ) | Ry (kQ) (uF) X n
Limpo 0,19 0,58 5,67 1,31x10° 0,75
Anticorpo 0,19 58,91 4,54 7,11 x 10°° 0,80
Bloqueio 0,19 81,22 4,26 1,74 x 10°° 0,81

O software utilizado possui uma ferramenta simples para andlise de dados de medidas
de impedancia chamada “electrochemical circle fit”. Essa ferramenta realiza a estimativa dos
valores dos parametros de interesse a partir do ajuste de determinados pontos de uma por¢ao
circular do diagrama de Nyquist (correspondente a uma tnica constante de tempo) ao circuito
equivalente apresentado na Figura 37. Este modelo de cicuito equivalente é baseado no
trabalho de Boukamp70. Todos os estudos empregando EIS realizados deste ponto em diante,

foram analisados por este software.

Figura 37 - Circuito equivalente utilizado na ferramenta de andlise “electrochemical circle fit”.

Os elementos do circuito sdo: Rs (Ohm) € utilizado para simular o valor da resisténcia
nao compensada (solucdo), Rp (Ohm) € utilizado para simular o valor da resisténcia de
polarizacdo (referente a resisténcia de transferéncia de carga), CPE € o valor do argumento do
elemento de fase constante e n é o valor do expoente do elemento de fase constante. O CPE
substitui o capacitor no circuito equivalente, e nos casos em que o CPE estd em paralelo com
Rp para formar um semicirculo “cldssico”, o valor da capacitancia pode ser determinado, ja
que corrresponde ao valor de CPE na frequéncia méxima do eixo imagindrio’”.

O valor de y* (chi-quadrado) apresentado na Tabela 4 é referente ao Teste de Kronig-
Kramers (outra ferramenta de andlise disponibilizada pelo software). As relacdes de Kronig-
Kramers sdo propriedades matemadticas que conectam a parte real e a parte imagindria de
qualquer fun¢do complexa. Estas relagdes sdo geralmente utilizadas para relacionar as partes

real e imagindria de uma funcdo de transferéncia complexa (como € o caso da EIS, Z). Este
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teste pode ser utilizado para verificar se os dados medidos estio em conformidade com os
pressupostos da transformacio Kronig-Kramers’'. Estes pressupostos sio:

e (ausalidade: A resposta estd relacionada somente com o sinal de excitacdo;

e Linearidade: A resposta € linear e a perturbacdo € pequena;

e Estabilidade: O sistema ndo muda com o tempo.

Se o sistema sob investigacdo muda com o tempo, o teste falha. Falha no Teste de
Kronig-Kramers significa que ndo pode ser obtido um bom ajuste usando o método de
circuitos equivalentes.

O resultado do teste é o valor do pseudo ¥, que é a soma dos quadrados dos residuos
relativos a parte real e imagindria. Valores de X2 grandes indicam que a qualidade dos dados é
baixa. Valores pequenos, por sua vez, geralmente indicam um bom ajuste. O que diz se o
valor obtido pode ser considerado como grande ou pequeno depende do nimero de pontos e
de seus valores. Como regra geral, valores inferiores a 10° indicam um excelente ajuste,
valores entre 10 e 107 ajustes bons, valores entre 10° e 10 ajustes que estao na margem do
aceitdvel, e valores acima disto indicam ajustes ruins.

Assim sendo, os resultados obtidos nessa caracteriza¢do indicam que os dados obtidos
estdo adequados, ja que foram obtidos valores de ¥ ao redor de 10, além de corroborarem os
dados de VC, indicando €xito na imobilizacdo do anticorpo e no bloqueio dos agrupamentos

carboxilicos ativados.

4.2.2 Estudo da estabilidade do eletrodo contendo anticorpo imobilizado apos medidas de
EIS sucessivas

Visando verificar se a imobilizagdo do anticorpo era estivel apds medidas de EIS
sucessivas, este estudo foi realizado. Ao todo foram feitas cinco medidas (incluindo a medida
imediata) com um processo de enxague entre cada uma delas e incubac@o por 30 minutos em
soluc¢do tampao PBS 0,1 mol L'l, pH 7,5, ao longo de quatro horas. Os valores de R obtidos
variaram muito pouco (Figura 38A), apresentando um desvio padrdo relativo de apenas 1,23%
entre eles. O diagrama de Nyquist obtido imediatamente apds o término do processo e ao fim

do estudo estd apresentado na Figura 38B.
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Figura 38 - A. Valores de R, obtidos em cada medida e B. Diagramas de Nyquist referentes a medida
realizada ao término do processo de imobilizacdo e apds 4 medidas.
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A partir da Figura 38B verificou-se que o perfil da medida imediata quando
comparado ao da dltima medida, sdo muito similares, descartando a possibilidade de haver
lixiviagdo das moléculas com o passar das medidas e dos diversos processos de enxague. Esse
resultado € bastante positivo na constru¢do de um sensor pois ja que a imobilizacdo do
anticorpo sobre o eletrodo de carbono vitreo € bastante estdvel, possibilita seu uso por

diversas horas.

4.2.3 Estudo da adsor¢do do corante DRI sobre o eletrodo bloqueado (na auséncia de
anticorpo anti-DR1)

Ja foi destacado no texto, que a etapa de bloqueio da superficie do eletrodo modificado
¢ fundamental no desenvolvimento de um imunossensor, € de biossensores de modo geral.
Mesmo que a imobiliza¢ao do anticorpo (ou da biomolécula responsavel pelo reconhecimento
do analito de interesse) seja bem sucedida, se houverem espacos livres na superficie do
eletrodo, a molécula do antigeno (analito) pode se adsorver. Isso ocasiona uma alteracdo no
sinal medido e leva a um falso resultado, j& que o sinal de excitacdo ndo estard sendo
proveniente somente do biorreconhecimento antigeno-anticorpo.

Nesta metodologia, o bloqueio da superficie modificada foi feito com etanolamina. A
ideia aqui, é que o grupo amino terminal da molécula de etanolamina se ligue aos grupos

carboxilicos ativados remanescentes da etapa de imobilizagdo do anticorpo. Deste modo, o
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grupo terminal alcool da molécula fica direcionado para a solugdo, o que ja diminui
consideravelmente as chances de uma ligacdo espontinea de outra molécula através deles.
Assim, neste estudo foi investigada a eficiéncia desse bloqueio em impedir que o
analito (corante DR1) se adsorva sobre a superficie do eletrodo. O estudo foi conduzido na
auséncia de anticorpo, pois dessa forma a exposicao da superficie € bem grande, explorando
ao maximo a capacidade deste bloqueio. O eletrodo bloqueado incubou por 30 minutos em
solucdo de DR1 na concentracio 1 x 10° mol L™, e ap6s o enxague, foi realizada a medida de

EIS. O resultado deste estudo estd apresentado na Figura 39.

Figura 39 - Diagramas de Nyquist correspondentes ao eletrodo bloqueado antes e apds incubagéo em
solu¢io de DR1 1 x 10° mol L™
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Pode ser verificado que os diagramas de Nyquist obtidos sdao muito similares,
indicando que praticamente ndo ha adsorcio do corante DR1 sobre o eletrodo bloqueado. Em
termos numéricos, houve o aumento de 1,68 kQ entre a primeira e a dltima medida, o que
representou uma variacdo de 5,5%. Esta variacdo foi considerada aceitdvel, até porque os
anticorpos ndo estavam presentes. Com a presenga dos anticorpos, o acesso do analito a
supeficie do eletrodo se tornard ainda mais dificil e por isso, deu-se continuidade aos estudos

empregando esta meodologia.
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4.2.4 Imagens de microscopia de forca atomica (AFM) da superficie do eletrodo de carbono
vitreo limpo e apds a imobilizacdo do anticorpo

Buscando obter evidéncias da imobilizacdo do anticorpo sobre a superficie do carbono
vitreo que ndo se fundamentassem unicamente em dados eletroquimicos, foram realizadas
imagens topograficas da superficie limpa e apds o término do processo de imobilizacdo. Este
estudo foi realizado sobre uma de carbono vitreo de dimensdes 2 X 2 cm, com 0,5 cm de
espessura, ao invés de serem realizados sobre o proprio eletrodo devido a limitagdes de
tamanho do porta-amostra do equipamento de AFM. As imagens de AFM 2D e sua

correspondente tridimensional estdo apresentadas na Figura 40.

Figura 40 - Imagens de AFM 2D e sua correspondente tridimensional para A carbono vitreo limpo e
B carbono vitreo contendo anticorpo anti-DR1 imobilizado.
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A partir das imagens realizadas verificou-se que a superficie do carbono vitreo limpo
possui uma morfologia bastante irregular, podendo-se verificar inclusive a presenca de riscos
sobre sua extensdo. Porém, € possivel perceber também que esses defeitos ndo implicaram em
um impedimento significativo para a imobilizagdo do anticorpo, ji que a comparagdo das
imagens permite verificar que houve modificacdo, atribuida a presenca de moléculas que ndo
eram presentes anteriormente (anticorpos). Evidencia-se também que a modificagdo é bem
distribuida sobre toda a regiao analisada.

O fator de rugosidade (r,) da superficie de carbono vitreo limpa obteve valor de 1,8 e
ap6s a imobilizacdo do anticorpo esse valor aumentou para 3,4, o que representa mais uma

indicacao de que os anticorpos estdo presentes sobre o material.

4.2.5 Caracterizacdo da imobilizacdo do anticorpo sobre o eletrodo de carbono vitreo
através de infravermelho (FT-IR-ATR)

A caracterizacdo eletroquimica (por VC e EIS) e as imagens de AFM indicaram que os
anticorpos anti-DR1 provavelmente foram acoplados a superficie do carbono vitreo. No
entanto, estas técnicas nao nos fornecem informacoes relacionadas a identidade daquilo que
estd sobre a superficie. E evidente nestes estudos que algo foi modificado, alterado na
superficie ap0s a realizagdo da metodologia descrita, porém nao € possivel dizer com absoluta
certeza que os anticorpos estdo sobre o eletrodo. Por isso, foram obtidos os espectros de infra-
vermelho da placa de carbono vitreo limpa e apds a imobilizagdo do anticorpo, ja que por esta
técnica obtemos informagdes relacionadas aos grupo funcionais das moléculas presentes em
determinada amostra. Os espectros obtidos estdo apresentados na Figura 41.

Em geral, proteinas (incluindo os anticorpos) e peptideos apresentam bandas largas,
dificeis de serem diferenciadas devido a ocorréncia de sobreposi¢ao de algumas bandas, por
conta do grande nimero de diferentes amino dcidos que compdem a estrutura complexa de
biomoléculas’.

O espectro de todas as proteinas exibem entretanto, bandas de absor¢@o caracteristicas
do grupo amida (resultante das ligacdes peptidicas) e estas bandas sdo similares as de amidas
secunddrias comuns. As bandas de infravermelho mais tteis para a caracterizagao de proteinas
sdo as bandas amida I (referente a absorcdo da carbonila) e amida II (referente a deformacao

de NH, ou NH)"', que ocorrem préximos a 1565 e 1655 cm™', respectivamente.



87

A exata posicdo destas bandas dependem da natureza da ligacdo de hidrogénio que
ocorre entre os grupos amino e carboxilico, que é determinada pelo arranjo molecular exibido

pela parte da proteina responsdvel pela banda’.

Figura 41 - A Espectro de infravermelho referente ao carbono vitreo limpo e ao carbono vitreo que
passou pelo processo de imobiliza¢do do anticorpo. B Destaque da regido do espectro referente a
banda correspondente ao grupo amida.
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Com base nestes pressupostos, a andlise dos espectros obtidos neste estudo pdode ser
realizada. Primeiramente, foi observado que o carbono vitreo limpo ndo produziu qualquer
caracteristica significativa no espectro. Entretanto, o espectro referente ao carbono vitreo
contendo anticorpo imobilizado apresentou uma banda com absorcao caracteristica de grupos
amida. A banda de absor¢do em questdo, ocorreu em 1580 cm'l, indicativo de amida I. Além
disto, esta banda parece estar sobreposta a uma outra banda ao redor de 1640 cm™ (Figura
41B), o que pode indicar a ocorréncia também de amida II.

Assim, com base nos resultados obtidos neste estudo entende-se que de fato existe

anticorpo sobre a superficie do carbono vitreo.

4.2.6 Otimizacdo dos pardmetros experimentais para realizagcdo das medidas de EIS

A EIS é uma técnica que trabalha com perturbagdes de potencial ou corrente pequenas
e com os sistemas eletroquimicos no estado de equilibrio. E bastante importante que as
condi¢des das medidas realizadas com esta técnica sejam escolhidas de modo a se adequar aos

pressupostos de causalidade, estabilidade e linearidade, j4 citados. Cada sistema eletroquimico
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tem suas caracteristicas, € por isso, nem sempre os mesmos parametros podem ser utilizados
da mesma maneira para todos os tipos de sistemas.

O primeiro parametro estudado foi o tempo de estabilizacao de potencial de circuito
aberto (Eoc). Antes que a medida comece de fato, é fundamental que o potencial de circuito
aberto esteja estdvel, pois caso ele varie com o decorrer da medida, os dados obtidos serdo
relacionados a diferentes estdgios do sistema (como se fossem sistemas diferentes) sob
investigacao e assim, o pressuposto de estabilidade ja ndo estd sendo obedecido. A Figura 42

apresenta o resultado deste estudo.

Figura 42 - Variacdo do potencial de circuito aberto do eletrodo modificado ao longo de 1 hora.
Medida realizada em solucio de Fe(CN)s*™* 1 x 10~ mol L™ preparada em solugio tampo PBS 0,1
mol L' pH 7.5.
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Verificou-se que ao longo de 1 hora, o Egc variou em 13 mV (0,013 V) do momento
imediato até o ponto final da medida. E facil perceber pelo perfil obtido, que ndo ocorrem
variagOes significantes de potencial neste estudo. Adotou-se portanto, um tempo de
estabilizacao de 120 segundos, ja que apds este tempo a variagdo de potencial que ocorre até o
término da medida € inferior a 10 mV, e podemos dizer que o potencial estd bastante estavel.

Outro parametro muito importante em uma medida de EIS é a amplitude de
perturbacdo do potencial. A obediéncia ao principio da linearidade depende da amplitude da
onda senoidal, a qual deve ter um valor tal que esteja compreendido entre o desejo de
minimizar uma resposta ndo-linear, pelo uso de uma pequena amplitude, e minimizar o ruido,
pelo uso de uma amplitude grande de perturbacdo. Portanto, a escolha de uma amplitude
apropriada € sempre muito importante para garantir a melhor resposta do sistema em cada

. . . . 73
frequéncia aplicada e isso deve ser demonstrado experimentalmente .
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Para avaliar se o sistema estd ou ndo sob o regime de linearidade, realizam-se diversas
medidas de impedancia aplicando diferentes amplitudes (neste caso, as amplitudes 5, 10, 15 e
20 mV (rms) foram investigados) e mantendo todos os outros parametros fixos. Depois disto,
os valores do médulo da impedancia 1Z| sdo obtidos a partir dos diagramas para uma certa
frequéncia. E possivel escolher um ou mais valores de frequéncia, porém é muito importante
examinar a regido de baixas frequéncias, ja que € a regido mais sucetivel a resposta ndo-linear.
Neste estudo foi escolhida a frequéncia 50 mHz.

Por fim, os valores da razao |ZI/IZ] medidos na frequéncia escolhida (sendo o
denominador obtido em 5 mV (rms)) sdo plotados versus a amplitude (rms). Na Figura 43
temos o grifico dos valores de |ZI/IZ] versus a amplitude para o eletrodo de carbono vitreo
modificado . As medidas foram realizadas em realizada em solugcdo de Fe(CN)63'/4' 1x10°

mol L' preparada em solugdo tampdo PBS pH 7.5.

Figura 43 - Valores da razdo de |ZI/1Zls,,y versus amplitude (rms) para o eletrodo de carbono vitreo
modificado. Medidas realizadas em solugdo de Fe(CN)e™* 1 x 10° mol L™ preparada em
solucdo tampao PBS pH 7,5. A frequéncia analisada foi 50 mHz.
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Verifica-se claramente pelo grafico que o sistema ndo responde linearmente em
amplitudes (rms) inferiores a 10 mV na frequéncia de 50 mHz. Adicionalmente, verificou-se
que n3o hd impedimento em se utilizar as amplitudes 10, 15 e 20 neste sistema, pois todas
responderam linearmente. Assim, adotou-se a amplitude de 10 mV (rms) como amplitude
otimizada, pois foi a amplitude utilizada também nos estudos anteriores a esta otimizagao.

Outro parametro analisado foi o intervalo de frequéncia. Todas as medidas realizadas
até este ponto do projeto, foram realizadas no intervalo de frequéncia de 50 kHz a 10 mHz,

que pode ser considerado um amplo intervalo, abrangendo frequéncias altas, intermedidrias e



90

baixas. Ou seja, o sistema estd sendo perturbado em frequéncias representativas que permitem
visualizar diferentes etapas dos processo eletroquimicos que ocorrem na superficie do
eletrodo modificado. Por isso, o intervalo utilizado foi mantido, pois ndo foi verificada a
necessidade de alteragdes.

Por fim, o nimero de medidas por década de frequéncia € o parametro relacionado
com a quantidade e distribuicdo das respotas obtidas, em outras palavras, quanto mais
medidas por década de frequéncia forem feitas, mais pontos de resposta obteremos com igual
distribuicao ao longo de todo o diagrama. Com mais pontos de respostas, menores sao as
suposicdes necessdrias a respeito da qualidade de um ajuste que pode vir a ser feito. Nas
medidas realizadas neste trabalho, o nimero de medidas por década de frequéncia escolhido
foi de 10, o que fornece uma medida de boa qualidade, com 67 pontos de resposta no total.
Nao entendendo haver a necessidade de aumentar ou diminuir este nimero, este parametro foi

mantido.

4.2.7 Otimizagcdo das etapas de constru¢cdo do imunossensor via planejamento fatorial
completo

Neste projeto, o desenvolvimento do imunossensor impedimétrico envolve
basicamente a modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo submetendo-o a etapas de
incubagdo em diferentes solu¢des modificadores (a excecdo da etapa de eletro-oxidacgdo, ja
investigada e caracterizada™). Assim, se as melhores condi¢des de concentracio e tempo de
incubacdo sdo estabelecidas, o sinal medido ao final do processo pode ser bastante
intensificado, pois o ensaio estard ocorrendo nas condi¢des que mais favorecem a reacao de
reconhecimento antigeno-anticorpo. Assim, buscando otimizar as condi¢Oes experimentais,
um estudo empregando planejamento fatorial completo de dois niveis e trés varidveis (2°) foi
realizado.

As varidveis analisadas foram concentracio da solugdo de anticorpo anti-DR1, tempo
de incubacdo do eletrodo em solugdo de anticorpo e tempo de incubag¢do em solugdo de
corante DR1. Os valores de variacdo do valor da resisténcia de transferéncia de carga (AR.)
entre a etapa de bloqueio e a etapa de interacdo com o antigeno obtidos em cada experimento
foram empregados e, utilizando o software Minitab™ Statistical foi possivel identificar os
efeitos de cada parametro sobre o sistema. A Tabela 6 apresenta as diversas combinagdes
geradas pelo software para realizacdo dos experimentos e os respectivos valores de AR

obtidos.



91

Tabela 6 - Matriz de planejamento fatorial completo com 3 varidveis e dois niveis (2°). Estudo
realizado em triplicata (n =3).

Experimento [Ab] 1 tinc. Ab tinc. DR1 ARt
(mg mL™) (minutos) (minutos) (kQ)
1 0,005 30 30 20,03
2 0,050 60 30 21,82
3 0,050 30 60 8,56
4 0,005 60 60 8,74
5 0,050 30 30 34,89
6 0,005 60 30 1,75
7 0,005 30 60 1,56
8 0,050 60 60 28,56
9 0,005 30 30 2,55
10 0,050 60 30 29,76
11 0,050 30 60 23,11
12 0,005 60 60 0,1
13 0,050 30 30 24,80
14 0,005 60 30 0,003
15 0,005 30 60 3,60
16 0,050 60 60 29,34
17 0,005 30 30 1,47
18 0,050 60 30 28,70
19 0,050 30 60 20,22
20 0,005 60 60 15,31
21 0,050 30 30 23,21
22 0,005 60 30 0,33
23 0,005 30 60 0,21
24 0,050 60 60 24,07

Observa-se pelo Grafico de Pareto, na Figura 44, que a concentracdo da solucio de
anticorpo anti-DR1 € a varidvel mais significante estatisticamente (apresentou valor superior a
2,110), ou seja, é a varidvel que mais influi na resposta do imunossensor. Outra varidvel
estatisticamente significante foram os tempos de incubac¢do do anticorpo e do antigeno,

quando relacionados. Sozinhos, eles ndo tém grande efeito, mas dependendo do tempo
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utilizado para incubacio em um deles, a resposta do outro € afetada. Isto fica mais facil de ser

compreendido através do Grafico de Interacdo.

Figura 44 - Grafico de Pareto: Influéncia das condi¢des experimentais na resposta obtida com o
imunossensor, sendo A, a concentragdo da solucdo de anticorpo; B, o tempo de incubacdo do anticorpo
e C, o tempo de incubag¢do do antigeno.
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O Grafico de Interagdo (Figura 45) permite visualizar o efeito da interagcdo entre duas
varidveis na resposta obtida, bem como comparar a forca relativa destes efeitos. Se as linhas
estdo paralelas umas as outras ndo hd interacdo presente, porém se as linhas ndo estdo
paralelas a mudanga da resposta média de um nivel baixo para um nivel alto depende de um
segundo fator. Quanto mais distante de uma posicdo paralela, mais forte é o efeito da
interacdo, no entanto, s6 as varidveis significativas estatisticamente devem ser consideradas.
Assim, vemos claramente pelo grafico apresentado que os tempos de incubacdo
(estatisticamente significantes aqui) apresentam interagdo bastante forte na resposta. Em
outras palavras, a resposta tende a ser maior quando o nivel baixo (30 minutos) para
incubacgdo do anticorpo € utilizado, seguido do nivel baixo (30 minutos) para a incubagdo do

antigeno.
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Figura 45 - Grifico de Interagdo: Influéncia da interaciio das varidveis de estudo na resposta obtida
com 0 imunossensor.
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Trabalhando um pouco mais na andlise dos resultados podemos verificar e comparar a
forca relativa exercida pelas varidveis estudas individualmente sobre a resposta do

imunossensor através do Gréfico dos Efeitos Principais (Figura 46).

Figura 46 - Grifico dos Efeitos Principais resultante do planejamento fatorial completo 2° para
otimizacdo das condicdes experimentais envolvidas no desenvolvimento do imunossensor.
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Pode-se interpretar este grafico da seguinte maneira: se a linha é horizontal (paralela
ao eixo x), ndo existe efeito presente, ou seja, a resposta média ndo se altera dependendo do
nivel daquela varidvel. Porém, se a linha nao € horizontal, algum efeito estd presente e assim,

a resposta média sofre alteragdo dependendo do nivel da varidvel, sendo que quanto mais
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inclinada a linha estiver (quanto maior o coeficiente angular) mais forte € o efeito da alteragcdo
naquela varidvel. Assim, podemos facilmente observar que neste estudo, a concentracdo do
anticorpo € a varidvel com maior influéncia sobre a resposta, que tende a ser maior, quando a
concentracdo de anticorpo empregada é a mais alta, 0,05 mg mL™" (nivel alto). E importante
ressaltar que somente as varidveis estatisticamente significantes devem ser consideradas aqui.
Outra forma de visualizar a relagdo entre as varidveis e as respostas obtidas € através
do Gréfico de Cubo, apresentado na Figura 47. Em cada vértice do cubo temos os valores das
médias das respostas para todas as combina¢des formadas no planejamento fatorial completo.
Assim, fica fécil verificar que o maior AR registrado acontece quando utiliza-se a
concentracdo da solugdo de anticorpo empregada é de 0,05 mg mL" (nivel alto), o tempo de
incubacdo do eletrodo em solucdo de anticorpo € de 30 minutos (nivel baixo) e o tempo de
incubacdo em solugdo do antigeno é de 30 minutos (nivel baixo). Portanto, estas foram as

condic¢des adotadas para a construcao do imunossensor.

Figura 47 - Gréfico de Cubo: Relagdo entre a média das respostas obtidas e as varidveis estudadas em
cada combinacdo.
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4.2.8 Seletividade da resposta do imunossensor frente a outros corantes dispersos

Buscando investigar a seletividade do anticorpo anti-DR1 frente a outros corantes
téxteis, o imunossensor foi construido e, apds a etapa de bloqueio, foi incubado
individualmente em solucdes dos corantes DO1, DR73 e DR78/50 na concentracdo 1 x 107

mol L por 30 minutos, & temperatura ambiente.
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Apo6s a incubacdo nos diferentes corantes, o eletrodo foi cuidadosamente lavado, e o
AR, apresentado entre a medida da etapa de bloqueio e a medida apds incubagdo com corante
foi determinado em cada caso.

Estes corantes, cujas estruturas estdo apresentadas na Figura 48, foram escolhidos,
pois sdo da mesma classe que o DRI, e possuem estruturas e massas moleculares
relativamente proximas. Assim, a seletividade do anticorpo foi avaliada com interferentes

muito parecidos ao antigeno DR1.
Figura 48 - Estruturas das moléculas dos corantes A. DR1, B. DO1, C. DR78/50 e D. DR73.
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O resultado obtido neste estudo estd apresentado na Figura 49. Apesar do valor de

CH,CH,CN

AR, observado para o corante DRI (27,63 k) ser mais de 3 vezes superior ao valor
observado para os demais corantes (7,23 kQ para o DO1; 7,82 kQ para o DR73 e 6,82 kQ
para o DR 78/50), é inegdvel a ocorréncia de rea¢do cruzada. A reacdo cruzada ndo € muito
pronunciada, porém se uma amostra contiver uma mistura destes corantes, o sinal observado
para o DR1 seja um pouco mais elevado que o verdadeiro. No entanto, considerando que estas
moléculas sdo muito similares, o resultado encontrado também pode ser considerado

satisfatorio.
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Figura 49 - AR, obtido ap6s a incubagdo do imunossensor em solugdes dos corantes DO1, DR73,
DR78/50 ¢ DR1 na concentracio de 1 x 10”7 mol L.
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4.2.9 Curvas analiticas do corante DRI

O desempenho do imunossensor foi avaliado a partir da anélise da variagdo do valor
de R obtidos nas medidas de EIS apds a reacdo de afinidade com diferentes concentracdes de
corante DR1 em meio de solucdo de Fe(CN)¢™™ 1 x 10 mol L preparada em solucio
tampao PBS pH 7.5.

Foi verificado o aumento proporcional de AR com o aumento da concentragdo de
antigeno, o que € atribuido a um nimero maior de moléculas de DR1 sendo ligadas aos
anticorpos imobilizados, promovendo uma barreira cinética para transferéncia eletronica do
par redox utilizado como sonda.

Uma curva analitica (Figura 50) foi construida empregando as condi¢des otimizadas,
visando verificar a faixa linear de resposta do imunossensor frente ao DR1. Uma relacao
linear entre AR.; e a concentracdo de antigeno DR1 foi observada no intervalo de 1 a 100 nM

(de 1x10”a1x 107 mol L), com saturacdo em concentracdes mais elevadas de DR1.
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Figura 50 - Gréfico de AR.;em fun¢ao da concentragao de DR1 expressa em nanomolar. As
barras de erro mostram o desvio padrdo obtido a partir da triplicata dos dados dos experimentos.
90

80-

10 =

0 — T r T T T T T T T 1T T T T T 7

20 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentracao DR1 (nM)

A regressdo linear da curva analitica, AR = 9,61 + 0,59 [DR1] no intervalo de 1 a 100
nM, apresentou coeficiente de correlagdo de 0,9991, limite de detec¢do de LD = 2,52 nM e
limite de quantificacdo de LQ = 8,40 nM.

Os diagramas de Nyquist (apenas no intervalo util de concentragdo) mostram o efeito
da concentragdo de DRI na resposta medida (Figura 51). Vé-se claramente o aumento da
resisténcia de transferéncia eletrbnica com o aumento da concentragdo de corante DR1, ou
seja, ocorre um aumento sucessivo no impedimento do par redox sofrer transferéncia

eletronica.

Figura 51 - Diagramas de Nyquist obtidos em diferentes concentragdes de DRI1.
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Assim, tendo como base os resultados apresentados aqui, considerou-se que o
imunossensor impedimétrico apresenta bom desempenho na detec¢do e quantificagdo do
corante DR1, apresentando LD e LQ relativamente baixos, o que o torna vidvel para andlise
de amostras de dgua tratada.

Os desvios padrdo relativo das triplicatas registradas para cada concentragdo de DRI,
ficaram todos abaixo de 10%, demonstrando que o imunossensor também apresenta boa

repetibilidade.

4.2.10 Aplicacdo do imunossensor em amostra de dgua — Estudo de recuperagdo

O desempenho do imunossensor frente a uma amostra de dgua de torneira foi avaliado.
Primeiramente, o experimento foi conduzido com a 4gua de torneira sem qualquer fortificacao
do analito, pois ndo sabiamos se porventura, a dgua de torneira coletada continha corante
DRI. A 4gua de torneira foi diluida na propor¢do 1:5 em solucao tampao PBS 0,1 mol L', pH
7,5 e as condicdes experimentais da EIS foram as mesmas empregadas para construcdo da

curva analitica (em meio contendo o par redox Fe(CN)63'/4'

como sonda).

Nao foi verificada variacdo no valor de R, obtido entre a medida do eletrodo
bloqueado e apds a incubacdo por 30 minutos na amostra, o que indicou ndo haver DR1 na
amostra estudada.

A seguir entdo, foi realizada fortificacio da amostra (4gua de torneira) na
concentracdo de 20 nM de corante DR1, e medidas de EIS foram realizadas apds a incubagao
na amostra fortificada, e em solucdes padrdo contendo 20,0; 40,0 e 60,0 nM de DRI,

respectivamente. O valor de AR foi determinado em cada medida e os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 52.
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Figura 52 - A. Diagramas de Nyquist obtidos ap6s a etapa de bloqueio, incubacio em amostra
fortificada com 20 nM de DR1 e ap6s adicdes sucessivas de solugao padrao DR1 nas concentragdes
20, 40 e 60 nM. B. AR, versus concentracdo de solug¢do padrdo de DR1 (n=3).
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A partir da regressao linear obtida, AR = 11,05 + 0,56 [DR1], foi possivel calcular a
concentracdo média recuperada com as triplicatas. O valor encontrado foi de 19,7 nM, o que
corresponde a uma recuperacdo média de 98,7%, demonstrando que o desempenho do
imunossensor frente a amostra de dgua de torneira foi satisfatério.

De modo a apurar se a amostra de dgua coletada realmente nao continha corante DRI,
fato que comprometeria a confiabilidade dos resultados encontrados, foram realizadas
medidas por HPLC-MS/MS da amostra.

Solugdes padrdao de corante DR1 foram preparadas pela diluicao da solucdo estoque
em ACN:Agua na proporgdo 1:1 até as concentracdes desejadas e a banda referente ao DR1
foi monitorada. Uma relacdo linear foi observada entre a drea da banda correspondente ao
composto DR1 (m/z = 315, tempo de retencdo 3,4 minutos) e a concentracdo de DR1 para as
solucdes padrdo e assim, construiu-se uma curva analitica que compreendeu o intervalo de

concentracdo de DR1 entre 1 e 80 nM (Figura 53).
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Figura 53 - Curva analitica para o corante DR1 obtida através de medidas de HPLC-MS/MS.
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A regressdo linear da curva analitica, Area = 480,84 + 56,82 [DRI1], apresentou
coeficiente de correlacdo de 0,98, limite de detec¢do de LD = 1,48 nM e limite de
quantificagdo de LQ = 4,92 nM. Mesmo sabendo que ndo foram realizadas otimiza¢des da
metodologia para andlise do DR1 por HPLC-MS/MS, nao se pode deixar de ressaltar que os
limites obtidos com o imunossensor foram comparaveis aos obtidos com HPLC-MS/MS.

Em seguida, a amostra de dgua de torneira coletada foi injetada e ndo foi observada a

ocorréncia da banda referente ao corante DRI, confirmando que dentro dos limites de

deteccao destas técnicas, ndo hd a presenca do corante DR1 na amostra.

4.2.11 Determinac¢do da constante de dissocia¢do anticorpo-antigeno

As interacdes antigeno-anticorpo sdo consideradas bastante fortes, com valores de
constante de dissociag@o relatadas no intervalo de nanomolar a micromolar, de modo que se
poderia esperar que a camada de anticorpo na superficie do eletrodo se torne saturada, mesmo
com concentracdes relativamente baixas de corante DR1 (antigeno). Isto foi verificado
experimentalmente pelo platd que pode ser observado na Figura 50, referente a AR com o
aumento da concentragao do corante.

Um grafico de [DR1] versus a [DR1]/AC4 foi construido com os dados das triplicatas
obtidos para constru¢cdo da curva analitica, incluindo os pontos de saturagdo. O resultado

referente a uma das curvas esta apresentado na Figura 54.



101

Figura 54 - Grifico de Hanes-Woolf para determinag@o da constate de dissociacdo, K.
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A partir da regressao linear das curvas, o valor da constante de dissociacdo, Kg, foi
obtido. Ele é determinado a partir da divisdo do intercepto pelo coeficiente angular da curva.
Assim, o valor de K4 médio encontrado foi de 6,92 x 10 mol L'l, o que esta de acordo com o

que se espera para este tipo de interacdo forte®.

5. CONCLUSAO

A utilizacdo de eletrodos impressos de ouro para o desenvolvimento de imunossensor
impedimétrico para detec¢do do corante téxtil DR1 empregando monocamadas tioladas foi
investigado por trés diferentes rotas de imobiliza¢do dos anticorpos anti-DR1. Nas trés rotas,
que compreenderam o uso de monocamadas de cistamina, dcido lipdico e p-aminotiofenol,
respectivamente, foram realizadas caracterizacdes por VC e EIS que demonstraram a efetiva
imobilizacdo dos anticorpos sobre a superficie dos eletrodos impressos, com aumento
sucessivo no valor de resisténcia de transferéncia de carga (AR.). No entanto, na rota que
empregou monocamada de cistamina foi verificada uma dificuldade na imobilizacdo estavel
da molécula de proteina A (essencial para imobilizacdo orientada dos anticorpos sobre os
eletrodos) e nas rotas que empregaram monocamadas de 4cido lipdico e p-aminotiofenol nao
foi observada uma relacdo linear entre os valores de AR e a concentragdo do antigeno DRI1.
Estudos visando investigar o efeito do solvente e do préprio corante DR1 sobre o sistema
eletroquimico foram conduzidos na tentativa de entender a ndo observancia de
comportamento linear, porém os resultados encontrados ndo apresentaram respostas que

fornecessem justificativas para este problema. Por fim foi verificado que os eletrodos
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impressos limpos apresentavam comportamentos bastante diferentes de eletrodo para
eletrodo, frente a VC e EIS, exibindo um valor de desvio padrdo relativo de 29,16% e
27,81%, respectivamente, com cinco replicatas. O problema apresentado por este lote de
eletrodos impediu entdo a continuidade dos estudos por esta estratégia.

Diante disto, uma nova estratégia para constru¢do do imunossensor impedimétrico
empregando eletrodo de carbono vitreo foi investigada. Através da eletro-oxidagdo da
superficie do carbono vitreo, visando a gera¢do de grupos carboxilicos, que posteriormente
foram ativados com EDC/NHS, o acoplamento dos anticorpos foi realizado. As
caracterizacoes realizadas por VC e EIS demonstraram que a imobilizagdo dos anticorpos
anti-DR1 foi bem sucedida, assim como o bloqueio dos grupos carboxilicos ativados
remanescentes sobre a superficie do eletrodo. Imagens obtidas por AFM e espectros de IR
também confirmaram a imobilizacdo dos anticorpos. Apds serem realizadas as otimizacdes
referentes aos parametros da EIS e das condi¢des experimentais na constru¢do do
imunossensor via planejamento fatorial completo (sendo elas: concentracdo de anticorpo e
tempos de incubag@o em solucdo de Ab e de Ag), o desempenho do imunossensor foi avaliado
frente a solucdes padroes de DR1. Foi obtida uma relacdo linear ente a AR e a concentracao
de DR1 no intervalo de 1 a 100 nM, o que permitiu a constru¢do de uma curva analitica, que
apresentou valores de coeficiente de correlagdo de 0,9991, LD = 2,52 nM e LQ = 8,40 nM.
Ensaios preliminares do desempenho do imunossensor frente a uma amostra de agua de
torneira fortificada com DR1 na concentragdo de 20,0 nM também foram realizados, onde
uma satisfatéria recuperacdo de 98,7% foi encontrada, indicando que o imunossensor
desenvolvido € capaz de realizar este tipo de andlise. Por fim, a constante de dissociacdo
DRI1-anticorpo anti-DR1 foi determinada a partir dos dados de capacitancia obtidos nas
diferentes concentracdes de DR1, e o valor de 6,92 x 108 mol L™ foi encontrado, indicando a
forte interacao existente, tipica para uma ligacdo antigeno-anticorpo.

Assim, levando-se em conta a relativa simplicidade, baixo custo (aproximadamente R$
5,00 por modificacdo) e o desempenho apresentado pelo imunossensor utilizando eletrodo de
carbono vitreo, € possivel que esta metodologia venha a se tornar uma proposta vidvel na
deteccao do corante té€xtil DR1, bem como de outros corantes téxteis em amostras de dgua
tratada também. Para tal, ainda € necessdria a investigacdo mais profunda de alguns aspectos,
tais como estabilidade de armazenamento do imunossensor apds muitos dias de preparo e
aplicacdo do imunossensor em diferentes e diversas amostras de dgua, com comparagdo do

desempenho frente a técnicas ja estabelecidas, como HPLC-MS/MS (com método otimizado).
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Além disto, a constru¢cdo deste imunossensor empregando eletrodos descartaveis de carbono
também deve ser alvo de investigacdo, ja que torna a proposta do sensor mais atrativa e vidvel
comercialmente.

Por fim, o trabalho desenvolvido explora ainda a versatilidade dos imunossensores, ja
que se trata de um trabalho inédito para determinacdo de corantes téxteis com este tipo de

dispositivo.
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