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RESUMO 

A citricultura é um dos setores mais bem organizados da agroindústria brasileira, dispondo de 

fundações empresariais de assessoria e monitoramento da produção e da qualidade dos citros. 

Atualmente a produção brasileira está concentrada no denominado de cinturão citrícola de São 

Paulo e Minas Gerais, região geográfica que engloba 481 municípios e 12 mil fazendas, totalizando 

uma área plantada de mais de 400 mil hectares, sendo responsável por 60% da produção mundial 

de suco de laranja. Entanto, a citricultura vem enfrentando alguns desafios em função da 

disseminação de diferentes doenças, das quais podemos ressaltar o Huanglongbing (HLB) também 

nomeada “greening”, que é provocada pelas bactérias Candidatus Liberibacter asiaticus e 

Candidatus Liberibacter americanus as quais são transmitidas para as plantas pelo psilídeo 

Diaphorina citri. A detecção de plantas contaminadas com “greening” no pomar ocorre de forma 

visual e geralmente subjetiva e os métodos laboratoriais existentes demandam tempo de análise e 

elevado custo financeiro. Desta maneira, no presente trabalho desenvolveu-se um imunossensor 

impedimétrico seletivo para a detecção e determinação de HLB em amostras de citros. O anticorpo 

anti-HLB, obtido comercialmente a partir da proteína de membrana externa (OMP), foi 

imobilizado sobre nanopartícula magnética previamente sintetizada e caracterizada. O anticorpo 

devidamente imobilizado foi colocado em contato com as diferentes amostras de extratos de folhas 

de plantas cítricas, após a reação de afinidade com o antígeno realizou-se a etapa de lavagem do 

material para minimizar o efeito de matriz. O monitoramento da reação de afinidade foi efetuado 

por espectroscopia de impedância eletroquímica, empregando como eletrodo de trabalho o carbono 

vítreo contendo em seu interior um imã de neodímio. O dispositivo desenvolvido distingue as 

amostras positivas ao HLB das amostras negativas ao HLB e das positivas ao CTV. Os resultados 

obtidos pelo imunossensor impedimétrico corroboraram os dados alcançados pela técnica 

equivalente a técnica “padrão ouro” qPCR. 

 

 

 

 

 

 

Palavras chaves: Citricultura; Greening, Huanglongbing (HLB); Diagnóstico; Espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIE); Imunossensor eletroquímico; Biossensor; Nanopartículas 

magnéticas. 
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ABSTRACT 

Citrus farming is one of the best-organized sectors of the Brazilian agroindustry, with business 

foundations for advising and monitoring citrus production and quality. Currently the Brazilian 

production is concentrated in the so-called citrus belt of São Paulo and Minas Gerais, a geographic 

region that encompasses 481 municipalities and 12,000 farms, totaling a planted area of over 

400,000 hectares, accounting for 60% of world production of orange juice. However, citrus 

farming has been facing a decline in productivity and quality of the fruits generated due to the 

spread of different diseases, of which we can highlight Huanglongbing (HLB) also known as 

“greening”, which is caused by the bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus and Candidatus 

Liberibacter americanas, which are transmitted to plants by the psyllid Diaphorina citri. The 

detection of plants contaminated with “greening” in the crop occurs visually and is generally 

subjective, and existing laboratory methods demand analysis time and high financial cost. Thus, 

the present work developed a selective impedimetric immunosensor for the detection and 

determination of HLB in citrus samples. The anti-HLB antibody, obtained commercially from the 

outer membrane protein (OMP), was immobilized on a previously synthesized and characterized 

magnetic nanoparticle. The immobilized antibody was placed in contact with different samples of 

extracts of citrus plant leaves, after the affinity reaction with the antigen, material was washed to 

minimize the matrix effect. The monitoring of the affinity reaction was carried out by 

electrochemical impedance spectroscopy, using glassy carbon containing the neodymium magnet 

as the working electrode. The developed device distinguishes HLB-positive samples from HLB-

negative samples and CTV-positive ones. The results obtained by the impedimetric immunosensor 

corroborated the data obtained by the technique equivalent to the “gold standard” technique qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Citriculture; Huanglongbing (HLB); Diagnosis; Electrochemical Impedance 

Spectroscopy (EIS); Electrochemical immunosensor; Biosenor; Magnetic nanoparticles. 
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1 INTRODUÇÃO 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Aspectos históricos e econômicos da citricultura 

O termo citros refere-se a todas as espécies pertencentes ao gênero Citrus spp., bem 

como, os gêneros Poncirus e Fortunella sp. e híbridos destes gêneros também são 

caracterizados como frutos cítricos. Dessa forma quando o termo for mencionado, caracteriza-

se como todas as espécies pertencentes a família das Rutaceae. (LURO et al., 2017; SCORA, 

1975) Assim sendo classifica-se como citrus todas as variedades de limões (Citrus limonum), 

toranja (Citrus máxima), tangerinas (Citrus reticulata) e laranjas (Citrus sinensis). 

(CITRUSBR, 2021) 

Devido à forma como foram disseminados os frutos e sementes das espécies que 

compõem o gênero Citrus, é difícil determinar o local exato de origem destes. No entanto, os 

primeiros registros datam de cerca 2000 a.C, nos quais o termo “Citruts” foi mencionado na 

lista de tributos que seriam oferecidos ao Imperador Yu na dinastia Hsia, na atual região da 

China. Nos dias de hoje, sabe-se que as espécies de citros se originaram nas regiões tropicais e 

subtropicais do Sudeste Asiático, em uma ampla faixa de terra, situada aproximadamente entre 

os paralelos 15°N e 25ºN e meridianos 90°E e 115°E. (CITRUSBR, 2021; GMITTER; HU, 

1990; LURO et al., 2017; SCORA, 1975) 

Com o desenvolvendo da humanidade, as plantas de citros foram espalhadas pelo 

planeta. Nos meados dos anos de 323 a.C, há registros utilizando o termo “Citron” em 

documentos do Imperador romano Alexandre, O Grande. Nestes documentos relata-se o cultivo 

de frutas cítricas dentro dos limites de seu império por agrônomos de Roma. Com a queda do 

império romano e a expansão moura sobre a região do Oriente Médio, Mediterrâneo, Norte da 

África e Península Ibérica, árvores de laranja azeda (Citrus aurantium) eram descritas por volta 

1.150 d.C. como plantas ornamentais e dotada de características extraordinárias. Seu plantio 

era muito comum nos pátios das casas árabes abastadas, geralmente associada a uma fonte ou 

a um lago e já eram conhecidas suas propriedades alimentícias e medicinais. (GMITTER; HU, 

1990; SCORA, 1975) 

A chegada dos citros nas Américas se deu por meio de Cristóvão Colombo, em uma 

de suas expedições no sec. XV. Desta maneira, foram levadas as primeiras frutas para as 

Antilhas e Haiti que posteriormente foram dispersas. Já era de conhecimento geral que plantas 

cítricas tinham como objetivo criar um abastecimento de vitamina C, substância que era 
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utilizada como antídoto do escorbuto, doença que eliminava as tripulações no período das 

Grandes Navegações. (GMITTER; HU, 1990; SCORA, 1975) A Figura 1 exibe o caminho 

percorrido pelos citros desde a sua saída da região da China por volta do ano 2000 a.C até sua 

chegada ao Novo Mundo no século XV. 

 

Figura 1: Rota de dispersão de citros pelo mundo. 1) Indochina, 2) Oriente Médio; 3) Norte da África, 4) Península Ibérica, 5) 

Caribe e 6) Brasil. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

No Brasil, os primeiros frutos vieram com a colonização portuguesa mais precisamente 

no ano de 1530 na Bahia. Devido à adaptação geográfica e climática das plantas ao novo 

continente, os novos habitantes plantavam as árvores de citros nos pomares de suas 

propriedades onde, por volta de 1800 na cidade de Salvador, foi identificado uma variedade 

brasileira denominada de laranja Bahia, baiana ou laranja de umbigo, dando assim início a 

citricultura brasileira. (GMITTER; HU, 1990; RIBEIRO ROSSI; VITALE TORKOMIAN, 

2015; SCORA, 1975) 

A partir deste momento, a laranja Bahia foi amplamente propagada através de mudas 

enxertadas. Devido a fatores diplomáticos, técnicos norte-americanos em citricultura da cidade 

de Riverside, no estado da Califórnia, receberam três mudas de laranja Bahia. Este intercâmbio 

foi fundamental para o início da citricultura nos dois países. (CARVALHO et al., 2019; 

HASSE, 1987; MULLER, 1989; RIBEIRO ROSSI; VITALE TORKOMIAN, 2015) 

Inicialmente o plantio de árvores cítricas tinha apenas caráter doméstico, sendo 

cultivada em quintais urbanos e rurais para consumo familiar, assim no período preliminar a 
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evolução da citricultura coincide com os acontecimentos históricos ocorridos no Brasil no 

período de 1822 a 1889. Neste período houve grandes mudanças na produção agrícola do país, 

em que a produção de açúcar deu espaço ao café, e no trabalho houve uma substituição da mão 

de obra escrava pelos imigrantes europeus. (CARVALHO et al., 2019; HASSE, 1987; 

MULLER, 1989) 

As geadas de 1918 e 1929, fizeram com que o cultivo do café diminuísse no Estado de 

São Paulo possibilitando assim a abertura de espaço para a produção de outras culturas 

agrícolas, oferecendo condições básicas de infraestrutura operacional e econômico-financeira 

herdadas da cultura cafeeira. A rota citrícola foi a mesma do café ao longo das principais linhas 

ferroviárias que cruzavam o estado de São Paulo, fator importante por se tratar de um produto 

perecível. (BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; HASSE, 1987; 

MAIA, 1992; MULLER, 1989) 

O crescimento da citricultura paulista foi cessado por uma crise econômica e 

fitossanitária no final da década 40 e início da década de 50 do século XX, tendo como 

agravante a II Guerra Mundial, a qual trouxe uma diminuição de 77% das exportações de fruta 

in natura para a Europa. (BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; 

HASSE, 1987; KALATZIS; ALVES; PAULILLO, 1999; MAIA, 1992; MULLER, 1989) 

Esta baixa nas exportações ocasionou uma diminuição de recursos financeiros dos 

produtores para manutenção dos pomares. Assim, foi necessário que o governo do estado de 

São Paulo interferisse no mercado, comprando as laranjas no interior e vendendo na capital, 

sem objetivo de lucro. Essa ação visava apenas aumentar o consumo das laranjas e tangerinas 

que se perdiam nos pomares. (BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; 

HASSE, 1987; MAIA, 1992; MULLER, 1989) 

Como solução, o porta-enxerto de limão cravo (Citrus×limonia) foi a solução 

encontrada para o combate da Tristeza dos citros, pois este apresenta resistência à disseminação 

da doença da raiz para a copa das plantas infectadas. Com a retomada dos investimentos no 

setor no final dos anos 50, houve uma expansão agrícola para as regiões norte e nordeste do 

estado de São Paulo. (BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; 

HASSE, 1987; MAIA, 1992; MULLER, 1989) 

Apesar da recuperação dos pomares paulistas e da retomada da produção e exportação 

citrícola no Brasil, foi também na década de 1950 que entrou em cena um novo personagem, 

com traços marcantes e duradouros, a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri, agente do 

cancro cítrico. Originária da Ásia, essa bactéria causadora de lesões nos frutos, folhas e ramos 
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entrou no Brasil por meio de mudas trazidas clandestinamente do Japão. (BORGES; 

MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; HASSE, 1987; MAIA, 1992; MULLER, 

1989) 

Influenciado pelo ritmo de crescimento da população mundial e restabelecimento da 

economia no período pós II Guerra Mundial, houve um aumento na procura e consumo de frutas 

pelos países atingidos, assim, elevando os valores pagos por produtos do gênero. (BORGES; 

MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; HASSE, 1987; MAIA, 1992; MULLER, 

1989; RIBEIRO ROSSI; VITALE TORKOMIAN, 2015). 

Este aumento favoreceu o surgimento, no final dos anos 40 nos USA, das primeiras 

empresas de produção e/ou exportação de suco concentrado de laranja, consolidando o país 

como maior produtor de laranjas do mudo no ano de 1960. Entretanto, devido a uma forte geada 

no natal de 1962 ocorrida na Flórida, principal região produtora de laranja dos USA, houve uma 

eliminação de 13 milhões de laranjeiras, acarretando uma queda de 50% da produção norte-

americana. Em termos numéricos, na safra 1961/1962 a produção foi de 115,878 milhões de 

galões de suco, enquanto em 1962/1963 caiu para 51,387 milhões, diminuindo assim a oferta 

no mercado e consequentemente dobrou o valor do galão, de 2,0 a 2,5 para 3,5 a 4,0 dólares. 

(BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 2019; HASSE, 1987; MAIA, 

1992; MULLER, 1989; RIBEIRO ROSSI; VITALE TORKOMIAN, 2015) 

A crise na produção norte-americana foi determinante para a abertura de espaço no 

mercado mundial de suco concentrado. Como o Brasil que estava em uma fase de modernização 

de sua agricultura, caracterizada justamente pela desarticulação do chamado “complexo rural”, 

com a constituição dos “complexos agroindustriais”, os quais se dariam através da substituição 

da economia rural por atividades agrícolas integradas à indústria, pela intensificação da divisão 

do trabalho e das trocas intersetoriais e com a especialização da produção agrícola, o Brasil foi 

estimulado a ingressar nesse mercado, tornando-se um dos países que mais se beneficiaram com 

a crise da produção americana. (BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; CARVALHO et al., 

2019; HASSE, 1987; KALATZIS; ALVES; PAULILLO, 1999; MAIA, 1992; MULLER, 1989; 

RIBEIRO ROSSI; VITALE TORKOMIAN, 2015) 

Ao longo dos anos 1980 a 1990, houve uma intensificação na demanda externa de suco 

concentrado de laranja juntamente com a implantação do contrato-padrão entre os citricultores 

e as indústrias do setor. Devido a conflitos fitossanitários e econômicos houve uma 

reestruturação da citricultura paulista, proporcionando a criação de associações de produtores e 

atuação do estado na legislação do setor. Isso refletiu no aumento da qualidade do suco 
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produzido, passando a ter padrões internacionais denominados de FCOJ (Frozen Concentrated 

Orange Juice), tornando-se uma comódite. (BORGES; MIRANDA COSTA, 2005; 

CARVALHO et al., 2019; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE 

UNITED NATIONS (FAO), 2021; KALATZIS; ALVES; PAULILLO, 1999) 

Em termos numéricos, (Figura 2), o Brasil produziu 10,7 milhões de toneladas de 

laranja na safra 2022 (NEVES et al., 2011), estes números refletem 33% da produção mundial 

de laranja, sendo 53% destinado à produção de suco concentrado e cerca de 85% da produção 

é exportada. (AGRONEGÓCIO, 2022; COSTA; GUILHOTO; IMORI, 2013; 

FUNDECITRUS, 2021a) A China produziu 10,6 milhões de toneladas em 2021/2022, sendo a 

região de Jiangxi a maior produtora do país. Os EUA produziram 5,6 milhões de toneladas, 

com a Califórnia respondendo por 62% da produção total de citros dos EUA, Flórida 36% e 

Texas e Arizona produzindo os 2% restantes. (CITRUS INDUSTRY MAGAZINE, 2022) Na 

União Europeia, a Espanha é o maior produtor de laranjas do continente, com 3,2 milhões de 

toneladas produzidas no mesmo período. (EUROPEAN COMMISSION, 2022) 

 
Figura 2: Classificação dos países produtores de laranja do mundo em milhões de toneladas. 
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Fonte: (AGRONEGÓCIO, 2022; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO), 2021; 

NATIONMASTER, 2022). 
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Toda a produção brasileira está concentrada no denominado de cinturão citrícola de 

São Paulo e Minas Gerais, região geográfica que engloba 481 municípios e 12 mil fazendas, 

totalizando uma área plantada de mais de 400 mil hectares. O cinturão citrícola é subdividido 

em cinco macrorregiões (norte, noroeste, centro, sul e sudoeste), que por sua vez são 

subdivididas em microrregiões distintas. Na Tabela 1 estão dispostos os valores de produção 

em milhões de caixas de laranja de cada região e as microrregiões pertencentes a cada uma 

destas. (CITRUSBR, 2021; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE 

UNITED NATIONS (FAO), 2021; FUNDECITRUS, 2021b; NATIONMASTER, 2022) 

 

Tabela 1: Produção de laranja por região do cinturão citrícola de São Paulo e Minas Gerais.  

Macroregião Microregião Milhões de caixas de laranja  

Norte 

Triangulo Mineiro 

67,55 Bebedouro  

Altinópolis  

Noroeste 
Votuporanga  

21,95 
São José do Rio Preto  

Centro 

Duartina  

70,78 Matão  

Brotas  

Sul 
Porto Ferreira  

45,85 
Limeira  

Sudoeste 
Avaré  

56,84 
Itapetininga  

Fonte: (CITRUSBR, 2022; FUNDECITRUS, 2022a). 

 

Na safra 2022, os embarques de suco de laranja brasileiro atingiram 658.448 toneladas. 

Em receita, as exportações somaram US$ 1.067 bilhões, causando uma arrecadação de 

impostos de US$ 180 milhões e gerando 200 mil empregos diretos e indiretos, de acordo com 

a Associação Nacional dos Exportadores de Sucos Cítricos (CitrusBR). (CNA, 2022; GROUP, 

2022; NEVES, 2018; S.A, 2022) 

Diante do exposto, observa-se que o Brasil representa uma importante participação na 

produção mundial de laranja, impactando de forma direta e indireta a economia do país e a vida 

dos trabalhadores do setor. Como a maior parte desta produção tem como objetivo a exportação 

para os mercados europeus e norte-americanos, o monitoramento fitossanitário dos pomares é 

de suma importância, pois as diferentes pragas que acometem as plantações de citros diminuem 

de forma significativa a produção, acarretando um déficit na quantidade e qualidade da laranja 

consumida pelo mundo.  
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1.2. Pragas que afetam a citricultura 

As doenças que afetam a citricultura podem ser causadas por diferentes tipos de 

microrganismos, que podem ser fungos, vírus ou bactérias. Estes dependem de fatores 

climáticos, geográficos e/ou biológicos para a sua propagação nos pomares, expressão de 

sintomas para que possam ser identificadas as possíveis doenças. (EL KAHLOUT; ABU-

NASER, 2019) 

Entre as doenças causadas por fungos que afetam a citricultura, destacam-se a Pinta 

Preta proveniente da infecção com fungo Guignardia citricarpa Kiely (CHUNG; PERES; 

TIMMER, 2019; TRAN et al., 2017) e a Podridão Floral, ocasionada pelas diferentes espécies 

de fungos dos complexos Colletotrichum acutatum e C. gloeosporioides, sendo a principal 

espécie C. abscissum, que pertence ao complexo C. acutatum. (KURAMAE-IZIOKA et al., 

1997; TIMMER; PERES, 2015)  

Em relação a doenças causadas por vírus que atacam de forma significativa a 

citricultura, ressalta-se a Leprose dos Citros, causada pelo vírus Citrus leprosis vírus (CiLV), 

classificado como pertencente à família Cilevirus, O CiLV é transmitido pelo ácaro Brevipalpus 

phoenicis, assim favorecendo a rápida dispersão entre os pomares produtores de citros, as 

plantas apresentam sintomas iniciais entre 2 a 3 após infecção, sendo os principais o surgimento 

de lesões arredondadas e lisas nas folhas, de coloração de verde-pálida a amarela, e pode haver 

ocorrência de anéis necróticos no centro; nos frutos, as lesões geralmente são rasas e necróticas, 

distribuídas por toda a superfície. Nos frutos verdes, observa-se um halo amarelo em torno da 

lesão e, à medida que ele amadurece, as lesões se tornam escuras e pouco deprimidas. Ataques 

intensos provocam a queda dos frutos, principalmente no caso em que as lesões estão próximas 

ao pedúnculo. (BASSANEZI et al., 2019; KITAJIMA; CHAGAS; RODRIGUES, 2003; 

LOCALI-FABRIS et al., 2006) 

A Tristeza dos Citros é ocasionada pelo Citrus tristeza virus (CTV), vírus este que é 

restrito ao floema das plantas pertence ao gênero Closterovirus. Como meio de propagação, há 

dois vetores biológicos, o pulgão preto dos citros (Toxoptera citricida) e o piolho do algodão 

(Aphis gossypii), que se alimentam do floema das plantas cítricas infectadas, assim o vírus 

permanece retido no trato digestório dos insetos por até 24 a 36 horas, possibilitando a infecção 

de novas plantas. (BAR-JOSEPH; MARCUS; LEE, 1989; GARNSEY, S. M.; LEE, 1989; 
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LEON M. et al., 2006; MÜLLER, G.W.; TARGON, M.L.P.N.; CARVALHO, S.A.; SOUZA; 

RODRIGUES, 2005; NIBLETT et al., 2000) 

Com relação às infecções por bactérias, destacam-se o Cancro Cítrico, provocada pela 

Xanthomonas citri subsp. citri, classificada como gram-negativa, e propagada pelas gotículas 

água contaminadas que são levadas pelo vento que entram em contato com os estômatos das 

folhas. A entrada da bactéria nas plantas é favorecida pela presença da lagarta minadora dos 

citros Phyllocnistis citrella, que realiza a abertura de entradas canais nas folhas.  

A doença Huanglongbing (HLB) é causada pela bactéria Candidatus Liberibacter 

americanus (Ca. L. americanus) e Candidatus Liberibacter asiaticus (Ca. L. asiaticus). 

(GOTTWALD, 2013; TEIXEIRA et al., 2008a). Também conhecido como “greening”, esta foi 

identificada pela primeira vez na China, no ano de 1995, o termo huanglongbing significa 

“doença do ramo amarelo”, devido aos sintomas que as plantas positivas apresentam em suas 

folhas. (BOVÉ; BARROS, 2006; DA GRAÇA et al., 2016) 

1.3. Huanglongbing (HLB) ou greening 

No ano de 2004 foi confirmado o primeiro caso de HLB, no município de 

Araraquara/SP, e em cerca de um ano após a identificação do patógeno na região, o "greening" 

atingiu 47 municípios do estado de São Paulo. Após essa identificação, a doença passou a ser 

considerada o principal problema fitossanitário dos citros do país. (TEIXEIRA et al., 2008a) 

Nos EUA o HLB foi reconhecido pela primeira vez em Miami, no estado da Flórida, 

em 2005; no ano seguinte, a doença já havia contaminado os citros de doze condados da Flórida. 

A área de plantio na Flórida diminuiu 30% desde o surto da doença em 2005, juntamente com 

um declínio de 74% na produção. Os danos estimados da doença nos últimos 5 anos somam 

mais de US$ 1 bilhão por ano, com quase 5.000 empregos perdidos anualmente. Estima-se que 

90% a área cultivada e 80% das árvores cítricas na Flórida sejam afetadas pela doença. (DA 

GRAÇA et al., 2016; LI et al., 2020) 

No Brasil estima-se que do ano 2005, ano em que teve início o controle oficial do HLB 

por meio da erradicação de plantas infectadas, até julho de 2011, só no Estado de São Paulo, 

mais de 12 milhões de árvores de laranja foram erradicadas com sintomas da doença. 

(BASSANEZI et al., 2011; BASSANEZI, R. B.; LOPES, S. A.; BELASQUE JR.; J.; SPOSITO, 

M. B.; YAMAMOTO, P. T.; MIRANDA, M. P.; TEIXEIRA, D. C.; WULFF, 2010) Na safra 

2020/2021, segundo levantamento realizado pelo FUNDECITRUS, 22,37% das laranjeiras do 
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cinturão citrícola de São Paulo e Triângulo/Sudoeste Mineiro estão contaminadas com HBL, 

esse percentual equivale a 41 milhões de árvores. (FUNDECITRUS, 2001, 2021c) 

O HLB é caudado pela bactéria Candidatus Liberibacter americanus (Ca. L 

americanus) e Candidatus Liberibacter asiaticus (Ca. L. asiaticus), as quais são bactérias do 

tipo gram-negativas pertencentes a família Rhizobiaceae, possuem morfologia bacilforme com 

tamanhos entre 2 a 3 µm, Figura 3a. São bactérias restritas ao floema e sua transmissão ocorre 

pelo psilídeo Diaphorina citri, Figura 3b. Ele adquire a bactéria ao se alimentar nas plantas 

doentes e a transmite ao se alimentar nas sadias. Tanto a aquisição quanto a transmissão da 

bactéria ocorrem depois de 15 min de alimentação, mas quanto mais tempo ele se alimenta, 

maiores são as taxas. (DA GRAÇA et al., 2016; DUAN et al., 2009; FUNDECITRUS, 2019) 

 

Figura 3: Microscopia eletrônica de varredura em vasos do floema de citros com Candidatus Liberibacter asiaticus e b) psilídeo 

Diaphorina citri. 

 

Fonte: (FUNDECITRUS, 2019; TANAKA et al., 2007). 

 

O sintoma característico do HBL é a presença de um ou mais ramos com folhas 

amareladas, quando jovens, e mosqueadas, quando maduradas. O mosqueado se caracteriza por 

manchas irregulares no limbo foliar, que alternam gradativamente entre o verde e o amarelo, 

sem simetria entre as duas metades da folha. Em alguns casos, a nervura da folha fica grossa e 

mais clara (amarelada), podendo também ficar áspera (corticosa), conforme mostrado na Figura 

4a. Os frutos apresentam amadurecimento anormal, com tamanho reduzido, exibem manchas 

amarelas e caem precocemente. Ao cortar o fruto (Figura 4b), é possível verificar internamente 

filetes alaranjados na columela a partir da região do pedúnculo, sementes abortadas 

(necrosadas) e o albedo (parte branca da casca) com espessura maior que a de um fruto sadio. 

Os sintomas podem aparecer de 6 a 12 meses após infecção O suco das frutas doentes tem sabor 
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mais ácido, menos doce e mais amargo. (DA GRAÇA et al., 2016; DUAN et al., 2009; 

FUNDECITRUS, 2019) 

 

Figura 4: Sintomas típicos do HLB. Em a) ramos e em b) frutos. 

 

Fonte: (FUNDECITRUS, 2019). 

 

Atualmente são empregadas medidas de controle do HLB em pomares citrícolas, 

como: a erradicação de plantas ornamentais nos municípios produtores de citros, em especial a 

murta ou dama da noite (Murraya paniculata) que favoreçam a cópula do inseto vetor; 

aplicação de defensivos, com a finalidade de contenção do inseto vetor, e após diagnóstico 

positivo de plantas cítricas, deve-se realizar a eliminação destas dos pomares. (DA GRAÇA et 

al., 2016; FUNDECITRUS, 2001) 

A detecção das plantas infectadas com HLB, geralmente, é realizada de forma 

subjetiva, por meio de observações visuais de um ou mais ramos com folhas amareladas, porém 

estes sintomas podem ser confundidos com outras doenças como, por exemplo, a Gomose, a 

Clorose Variegada dos Citros (CVC), ou com alguns dos tipos de deficiência nutricional de 
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micronutrientes, como zinco, manganês, magnésio ou cobre. Todavia, devem-se considerar 

também os casos de plantas que estão infectadas, mas no período de incubação da bactéria, 6 a 

12 meses, dificultando a detecção e o controle da contaminação na pomar (Bové & Barros, 

2006; da Graça et al., 2016; Yamamoto et al., 2014). 

Deste modo, utiliza-se de técnicas laboratoriais para os diagnóstico das diferentes 

doenças que acometem as pomars produtoras de citros, viabilizando o monitoramento da 

propagação das diferentes doenças, facilitando a implementação de medidas de manejo para 

contenção das mesmas. 

1.4. Identificação e detecção de HLB em citros 

Com o desenvolvimento da biologia molecular e a manipulação de materiais 

biológicos a partir das ciências ômicas, permitiu-se o avanço de técnicas analíticas de 

caracterização e quantificação, promovendo o progresso no diagnóstico de doenças patogênicas 

associadas aos citros. Desta forma, as técnicas utilizadas como ‘padrão ouro’ no diagnóstico de 

doenças na citricultura são a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e o Ensaio 

Imunossorvente Ligado a Enzima - ELISA -do ingles “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”  

A PCR convencional foi desenvolvida por Kary Mullis em 1983, que lhe valeu o 

prêmio Nobel de química em 1993. A PCR é uma técnica biomolecular que tem como princípio 

a geração de milhares a milhões de cópias de uma determinada sequência específica de DNA, 

partindo de um ou poucos segmentos desta sequência de origem. A reação ocorre em três etapas 

térmicas distintas de forma cíclica, as quais são desnaturação (94-98°C), alinhamento (50-65°C) 

e extensão (75°C). 

A realização de PCR são necessários os seguintes componentes; 1) uma fita de DNA 

molde que contém uma sequência específica de DNA a ser amplificada (DNA alvo); 2) enzima 

Taq DNA polimerase, ou Taq polimerase (EC 2.7.7.7), oriunda de bactéria Thermus aquaticus, 

uma extremófila encontrada em fontes hidrotermais; 3) desoxinucleótidos trifosfatos (dNTPs), 

utilizados como monômeros para construção da nova sequência de DNA gerada; 4) primers, 

que são sequências de DNA de fita simples, com 15 a 30 nucleotídeos, complementares a região 

3’ da sequências alvo, os primers têm como função a sinalização da região inicial da sequência 

alvo a ser reconhecida pela enzima Taq polimerase; 5) solução tampão adequada para a 

atividade enzimática da Taq polimerase contendo íons bivalentes utilizados como cofatores 

enzimáticos, usualmente é utilizado Mg2+. A cada ciclo sucessivo (Figura 5), a sequência alvo 

inicial mais todas as sequências recém geradas tornam-se modelo para o próximo ciclo de 
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alongamento, levando à amplificação exponencial da região específica do alvo de DNA. A 

fórmula usada para calcular o número de cópias de DNA formadas após um determinado 

número de ciclos é N = N0*2n, em que N0 Número inicial de DNA molde e n é o número de 

ciclos. Assim, um conjunto de reação para 30 ciclos, com N0 igual a 1 resulta em 240, ou 

1,0995x1012 cópias da região original do alvo de cadeia dupla.  

 
Figura 5: Ciclos térmicos realizados por PCR. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os resultados obtidos de uma reação de PCR podem ser visualizados empregando 

técnica de separação eletroforética em gel de agarose e utilizando como corante o brometo de 

etídio, molécula orgânica intercaladora de dupla hélice das moléculas de DNA que apresenta 

fluorescência quando irradiada com luz ultravioleta (UV), possibilitando assim a visualização 

da banda de interesse. 

Jagoueix et al. (JAGOUEIX; BOVÉ; GARNIER, 1996) descreveram o primeiro 

protocolo para distinguir Liberobacter asiaticum de Liberobacter africanum para o diagnóstico 

de HLB em amostras de laranja doce (Citrus sinensis) usando DNA ribossomal (rDNA).  

Os autores utilizaram primers universais fD1 e rP112 para amplificação geral de 16S 

rDNA procariótico e iniciadores OI2c e OI1, definidos a partir das sequências 16S rDNA de 

Ca. L. asiaticus e Ca. L. africanum, os autores definiram 2 primers (OI2c e OI1) e um primer 

(OA1), respectivamente, para avaliação por PCR. 
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O par OI1/OI2c amplificou as duas espécies, enquanto o par OI2c/OA1 amplificou 

preferencialmente L. africanum. Portanto, este procedimento pode ser utilizado para o 

diagnóstico de HLB em plantas cítricas, independentemente das cepas de Liberobacter 

presentes na cultura. O trabalho de Jagoueix et al. (JAGOUEIX; BOVÉ; GARNIER, 1996) 

forneceu um precedente para o uso de rDNA no diagnóstico de doenças dos citros, 

especialmente HBL. 

Com o desenvolvimento da instrumentação laboratorial, foi desenvolvido uma nova 

forma de monitoramento em tempo real das medidas de PCR, a qPCR (PCR quantitativo) ou 

PCR em Tempo Real (RT-PCR). Nesta técnica há uma combinação da metodologia de PCR 

convencional com um mecanismo de detecção e quantificação por fluorescência. (HEID et al., 

1996; RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2014; VANGUILDER; VRANA; 

FREEMAN, 2008) A metodologia permite que os processos de amplificação, detecção e 

quantificação de DNA sejam realizadas em uma única etapa, agilizando a obtenção de 

resultados e diminuindo o risco de contaminação da amostra e possibilitando o 

desenvolvimento de método qualitativo e quantitativo para a detecção de sequências alvos de 

DNA. (HEID et al., 1996; RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2014; VANGUILDER; 

VRANA; FREEMAN, 2008) 

Os métodos mais comuns de detecção no qPCR são o uso de corantes fluorescentes 

que se ligam a DNA de dupla fita, destaca-se como corante mais utilizado o SYBR Green I 

(SG), ou sondas hidrolisantes específicas a certas sequências de DNA, a mais empregada é a 

TaqMan. (RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2014; TAJADINI; PANJEHPOUR; 

JAVANMARD, 2014; VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008) 

Os dados quantitativos de qPCR podem ser analisados de forma absoluta ou relativa. 

Na quantificação absoluta, o número total de cópias do produto do PCR é obtido após 

interpolação em curva padrão previamente estabelecida. (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; 

RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2014).  

Para avalição da quantificação relativa, o sinal da sequência de interesse é comparado 

com o de um sinal controle. Para este método, mede-se o valor de Ct, que é o número do ciclo 

em que o sinal de fluorescência emitido durante o qPCR atinge um limiar significantemente 

acima da fluorescência de fundo. Assim, menores valores de Ct indicam maiores níveis de 

expressão, pois são necessários menos ciclos de amplificação para atingir o limiar. (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001; RODRÍGUEZ-LÁZARO; HERNÁNDEZ, 2014; VANGUILDER; 

VRANA; FREEMAN, 2008) Assim, o diagnóstico laboratorial mais utilizado na detecção e 
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quantificação de HLB é o teste biomolecular de qPCR. (BOINA; BLOOMQUIST, 2015; DING 

et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2008b)  

Morgan e colaboradores (MORGAN et al., 2012) descrevem em seu trabalho o uso de 

repetições intragênicas quase idênticas de genes de profagos para Ca. L. asiaticus, o gene 

LJ900, que foram monitorados utilizando qPCR por sonda TaqMan(®) e marcador SYBR 

Green. Os autores exibiram valores de Ct obitidos de 3,71 utilizando sonda sonda TaqMan(®) 

e 9,88 para marcador SYBR Green. Desta forma foi possível detectar Ca. L. asiaticus a partir 

de amostras de psilídeos e diferentes variedades de plantas cítricas sugerindo novo método de 

detecção de HLB. (MORGAN et al., 2012) 

Morgan e colaboradores (WULFF et al., 2019) analisaram HLB em 226 amostras de 

citros oriundas de diferentes cidades do cinturão citrícula São Paulo e Minas Gerais. Dado o 

número total de amostras analisadas, podemos dizer que a incidência de amostras infectadas 

com fitoplasma 16SrIII é de 0,23%. Para efeito de comparação, Ca. L. asiaticus é detectado em 

uma média de 75,3% das amostras analisadas. Para tal avaliação empregou-se o par de primers 

Pint_fw_III e Pint_rv_III em sistema de detecçao qPCR utilizando sonda TaqMan(®). (WULFF 

et al., 2019) 

Outro método importante para o diagnóstico da doença dos citros é baseado na reação 

anticorpo-antígeno, a técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O teste 

ELISA foi desenvolvido por Peter Perlmann e Eva Engvall no ano de 1971 e baseado na 

interação antígeno-anticorpo (Ag-Ab) com a finalidade de quantificar um antígeno, molécula 

alvo, de interesse que pode ser um composto orgânico, um peptídeo, uma proteína, um vírus ou 

uma bactéria. (ENGVALL; JONSSON; PERLMANN, 1971; LINDENMANN, 1984; 

TAYLOR; SHI; BARR, 2011) 

Os anticorpos (Ac) são glico-proteínas de conformação globulinas, imunoglobulinas 

(Ig) que apresentam em geral um peso molecular de ~150 kDa. Existem diferentes tipos de 

anticorpos, chamados isótipos, diferenciados pela forma da cadeia pesada que apresentem que 

são: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Cada isótipo desempenha funções diferentes em mamíferos de 

onde são produzidos, contribuindo para dirigir a resposta imunitária conforme cada tipo de 

corpo estranho que encontram. (BOGUSZEWSKA et al., 2019; ENGVALL; JONSSON; 

PERLMANN, 1971; TAYLOR; SHI; BARR, 2011). Na Figura 6 está representada a Ig do tipo 

G (IgG). Estas globulinas são produzidas por linfócitos B e reagem de forma específica ao 

antígeno (Ag) que induziu a sua produção. Os Ac apresentam estrutura na forma “Y” e uma 

região constante pesada (Fc) e duas cadeias variáveis (Fab). São formados por duas cadeias 
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maiores (cadeias pesadas, H, “heavy”) e duas cadeias menores (cadeias leves, L, “light”), sendo 

duas regiões constantes CH e CL, e duas regiões variáveis VH e VL, as que são denominadas de 

paratopo, onde ocorre o bioreconhecimento do epítopo e formação do complexo Ag-Ac. A 

cadeia leve se liga à cadeia pesada por pontes dissulfeto. (LINDENMANN, 1984; LITMAN et 

al., 1993; TAYLOR; SHI; BARR, 2011)  

 

Figura 6: Representação de molécula de imunoglobulina IgG.  

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Existem quatro tipos principais de ELISAs: direto, indireto, sanduíche e competitivo. 

Cada tipo é descrito abaixo com um diagrama que ilustra como os analitos e anticorpos são 

ligados e usados, Figura 7. As análises são realizadas em espectrofotômetro ou fluorímetro, a 

depender do tipo de marcação empregada. (BOGUSZEWSKA et al., 2019; TAYLOR; SHI; 

BARR, 2011) 
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Figura 7: Tipos de ELISA. a) direto; b) indireto; c) sanduíche e d) competitivo 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Diante de todos os problemas que o HLB tem causado na citricultura, Pagliaccia e 

colaboradores (PAGLIACCIA et al., 2017), usaram a proteína efetora SDE1 secretada por Ca. 

L. asiaticus, como marcador de detecção de árvores infectadas com HLB. Os autores 

inocularam e purificaram anticorpo policlonal a partir de soro de coelho por cromatografia de 

afinidade seguida da avaliação de sua afinidade para o reconhecimento do antígeno SDE1 por 

ELISA indireto. Proteínas SDE1 purificadas foram adicionadas a extratos saudáveis de floema 

de plntas de toranja (Citrus × paradisie) e laranja doce (Citrus × sinensis). (PAGLIACCIA et 

al., 2017). Experimentos de ELISA indireto foram realizados com extratos proteicos de tecidos 

de árvores assintomáticas e sintomáticas, em ambos os casos das mesmas árvores sabidamente 

infectadas por Ca. L. asiaticus. Quatro árvores deram sinais positivos que foram 

estatisticamente significativos (p < 0,001), em comparação com o tecido saudável. As amostras 

assintomáticas testaram negativo por qPCR, provavelmente devido à ampla distribuição de 

SDE1, em comparação com células Ca. L. asiaticus, nos citros infectados analisados. Os autores 

demonstraram a viabilidade do uso de SDE1 como biomarcador para a detecção de HLB em 

extratos vegetais. (PAGLIACCIA et al., 2017) 

O gene omp, codifica uma proteína de membrana externa (OMP), foi considerado o 

candidato mais promissor para estudar a variabilidade inter e intraespécies. Tal proteina 
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participa de trocas entre meio externo e interno, e em alguns casos, pode estar envolvida na 

patogenicidade do microorganismo, atuando assim como um antígeno na detecção de HLB em 

citros. No entanto, esse tipo de proteína possui uma estrutura muito complexa, dificultando sua 

expressão em Escherichia coli. (RUIZ; SILHAVY, 2005) 

Lu e colaboradores, (LU et al., 2013) propuseram dois anticorpos policlonais para a 

proteína Omp com o auxílio de análises de bioinformática. Esses anticorpos Omp foram usados 

para detectar cepas de Ca. L. asiaticus em diferentes amostras de citros infectadas com 

diferentes patógenos e/ou deficiência nutricional, sintomas que levam à confusão na 

identificação do HLB no campo, assim possibilitanto melhora nas abordagens atuais para 

diagnosticar o HLB. Os pesquisadores compararam a resposta obtida por ELISA indireto e 

PCR, na detecção de Candidatus Liberibacter asiaticus em amostras de citros. Foram avaliadas 

481 amostras de diferentes espécies do gênero citros de 18 origens geográficas diferentes. Os 

anticorpos desenvolvido por Lu e colaboradores foram capazes de detectar “Ca. L. asiaticus” 

em 45,7% das amostras sintomáticas avaliadas, e os resultados da detecção foram corroborados 

pelo ensaio de PCR, que detectou Ca. L. asiaticus em 56,2% das amostras sintomáticas. Assim, 

os autores propõem os anticorpos desenvolvidos como teste diagnóstico para HLB em amostras 

de extratos vegetais. 

As técnicas biomoleculares empregadas no diagnóstico de HLB em citros, apesar de 

apresentarem baixos limites de detecção e dependendo das condições experimentais uma 

especificidade adequada, estas por sua vez requerem laboratórios equipados e mão de obra 

altamente qualificada, gerando um alto custo operacional para a cadeia citricultora. 

Nesse sentido, novos métodos de diagnóstico como os biossensores podem ser uma 

opção viável, visto que são dispositivos muito sensíveis, com baixo custo de análise, permitindo 

miniaturização e uso em campo. Na Figura 8 são exibidos os números de publicações obtidos 

em uma busca no site Science Direct empregando as palavras-chave; " citrus diseases diagnostic 

PCR ", " citrus diseases diagnostic ELISA " e " citrus diseases diagnostic electrochemical 

biosensors " no período de 2012 a 2022. 
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Figura 8: Número de publicações exibidas em uma pesquisa no site Science Direct. Palavras-chave empregadas: "citrus 

diseases diagnostic PCR", "citrus diseases diagnostic ELISA" e "citrus diseases diagnostic electrochemical biosensors". 
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Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 8 indica um número considerável de publicações (período 2012-2022) na 

plataforma envolvendo o diagnóstico de doenças em citros com predominância da utilização da 

técnica de PCR e crescente o número de publicações envolvendo biossensores eletroquímicos. 

Nesse caso, salta de 5 artigos em 2012 para 60 no ano de 2022. 

Nesta tese desenvolveu-se um imunossensor impedimétrico para detecção de 

Candidatus Liberibacter asiaticus em citros. Resumidamente, foram sintetizadas nanopartículas 

magnéticas que foram modificadas para imobilizar anticorpo anti proteína OMP. As amostras 

de folhas de citros, que se estiverem contaminadas contém o antígeno pep-OMP, foram 

devidamente preparadas, e colocadas em contato com o anticorpo imobilizado. Com auxílio de 

imã, as nanopartículas magnéticas são separadas da suspensão da amostra, lavadas 

adequadamente, colocadas sobre eletrodo de carbono vítreo contendo em seu interior o imã de 

neodímio para então efetuar as medidas de espectroscopia de impedância eletroquímica. 

A seguir são apresentados conceitos importantes empregados no desenvolvimento do 

dispositivo. 
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1.5. Biossensores: definições e propriedade 

A União Internacional de Química Pura e Aplicada “International Union of Pure and 

Applied Chemistry” - (IUPAC) define biossensores como dispositivos analíticos constituídos 

por um elemento de reconhecimento biológico, acoplado a um transdutor que transforma o sinal 

resultante da interação do analito com o elemento biológico em um sinal físico mensurável e 

um amplificador de sinal responsável pela leitura e processamento eletrônico da medição. 

Dependendo do analito, o elemento de reconhecimento pode ser uma enzima, um anticorpo, um 

antígeno, uma proteína, uma organela ou uma célula inteira, Figura 9. (HAMMOND et al., 

2016; THÉVENOT et al., 2001) 

Os biossensores podem ser classificados quanto ao transdutor utilizado, sendo mais 

comuns os ópticos que relacionam alterações do acoplamento de onda evanescente com os 

plásmons de superfície, piezelétricos que avaliam a variação de oscilação do cristal de quartzo 

com a massa adsorvida sobre ele e os eletroquímicos utilizam das propriedades elétricas da 

interface eletrodo/solução. 

 

Figura 9: Representação geral de biossensores. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O primeiro biossensor eletroquímico foi desenvolvido por Clark e Lyons em 1962 e 

era conhecido como eletrodo enzimático. (CLARK; LYONS, 1962) Esse biossensor utilizava 

a glicose oxidase imobilizada em uma membrana de acrilamida, em eletrodos de Pt e detectava 

o consumo de oxigênio sob altos potenciais de redução. Assim, quantificou-se a variação da 

concentração de oxigênio dissolvido que, por sua vez, era proporcional à concentração de 

glicose. (CLARK; LYONS, 1962; UPDIKE; HICKS, 1967)  
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Estes dispositivos devem apresentar algumas caraterísticas ideais, as quais estão 

destacadas na Tabela 2, no entanto, não há dispositivo que apresente máxima eficiência em 

todas estas características. Isso se dá devido as diferentes matrizes avaliadas, desta maneira 

cabe ao desenvolvedor a avaliação de qual destas características apresentam maior relevância 

na aplicação do biossensor desenvolvido. 

 

Tabela 2: Características ideais de um biossensor. 

Características Definição 

Sensibilidade 
Um pequeno incremento na concentração do analito causa grande variação no 

valor do sinal analítico medido aferido. 

Seletividade 
Discriminação entre o analito e as demais espécies químicas presentes na amostra 

relacionadas, minimizando análises falso-positivos. 

Reprodutibilidade 
O dispositivo desenvolvido deve apresentar pequenas variações de sinal em 

relação as diferentes vezes que este foi preparado. 

Precisão 
O dispositivo deve exibir pequena variação de sinal entre as replicatas realizadas 

em uma mesma análise. 

Robustez 
O biossensor deve ser insensível às condições ambientais (temperatura, pH, 

interferências eletrônicas, e outros). 

Tempo de análise Análises rápidas, com respostas para o analito alvo em "tempo real". 

Detecção de 

multianalítos 

Um biossensor que possa detectar vários analitos simultaneamente, é altamente 

desejável. 

Regeneração 
A capacidade de regeneração da superfície de ligação, permitindo múltiplas 

medições pelo mesmo elemento é ideal. 

Custo unitário e 

operacional 

Baixo custo unitário e operacional para reagentes e outros materiais, permitindo 

uma aplicação mais ampla do sistema do dispositivo. 

Tamanho e peso Possibilidade de miniaturização. 

Interface com o usuário 
Idealmente, são desejados sistemas totalmente automatizados, ou que exigem 

pouco conhecimento e habilidades do operador 

Fonte: (BHALLA et al., 2016; THÉVENOT et al., 2001) 

 

Os principais campos de aplicação dos biossensores são: diagnóstico de doenças 

(BRAZACA et al., 2020; RAVALLI et al., 2015; SANTOS; BUENO; DAVIS, 2018; 

TRICOLI; NERI, 2018), segurança alimentar (FOGUEL et al., 2016; MOHAMMAD 

DANESH et al., 2016; ZHANG et al., 2021, 2020), monitoramento ambiental (FURST; 

HOEPKER; FRANCIS, 2017; KUMAR; KUMARI; SHARMA, 2020; LEONARDO; 

TOLDRÀ; CAMPÀS, 2021; YANG et al., 2015) e agricultura (COPPEDÈ et al., 2017; 

FREITAS et al., 2019a; KRIVITSKY et al., 2021; ZHAO et al., 2020)  

Entre os diversos tipos de biossensores eletroquímicos, os imunossensores constituem 

uma categoria de dispositivos que dispõe de uma atenção especial, pois estes apresentam 

eficiência adequada em basicamente todas as características dispostas na Tabela 2, devido à 

grande afinidade da interação antígeno-anticorpo, tornando-se possível o desenvolvimento de 
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sensores bastante seletivos com aplicações em diferentes matrizes. (BARHOUM; J. FORSTER, 

2022; BOFFADOSSI et al., 2020; MARTINS et al., 2021; OU et al., 2023; REGIART et al., 

2020) 

Por definição, um imunossensor é um dispositivo sensorial constituído por um 

anticorpo ou antígeno acoplado a superfície de um transdutor físico, o qual converte o sinal 

biológico de imunoafinidade em um sinal físico mensurável. (FELIX; ANGNES, 2018; 

YAMANAKA et al., 2009) A imobilização e organização de anticorpos sobre a superfície dos 

eletrodos pode ser realizada por vias distintas, sendo estas não covalente ou covalente.  

A via não covalente utiliza de caraterísticas inerentes dos anticorpos e/ou da superfície 

a qual estes irão ser acoplados. Desta forma, ocorre a adsorção de forma aleatória dos anticorpos 

sobre a superfície dos transdutores por meio de interações eletrostáticas, interações 

hidrofóbicas, ligações de hidrogênio ou por forças de Van der Waals. (FELIX; ANGNES, 

2018). A utilização desta via para o desenvolvimento de um imunossensor tem como vantagem 

a reprodutibilidade e simplicidade do método de imobilização, possibilitando a realização da 

fabricação em série dos dispostos e a preservação da atividade e seletividade da biomolécula. 

(FELIX; ANGNES, 2018; GAO; GUISÁN; ROCHA-MARTIN, 2022; YAMANAKA et al., 

2009) 

Estes tipos de interações são reversíveis e podem ser facilmente alteradas pela 

mudança da temperatura, força iônica do meio ou pH. Assim, favorecendo a renovação da 

superfície transdutora, possibilitando a reutilização da mesma e diminuindo os custos no 

desenvolvimento do dispositivo. Todavia, o excesso de material biológico depositado pode 

formar múltiplas chamadas e bloquear a superfície do transdutor, atuando como uma membrana 

difusional. (FELIX; ANGNES, 2018; GAO; GUISÁN; ROCHA-MARTIN, 2022; 

YAMANAKA et al., 2009) 

Outra desvantagem da utilização de imobilizações não covalente é que no caso dos 

anticorpos, a porção Fab não se encontra organizada de forma que ocorra a máxima eficiência 

no reconhecimento do antígeno, diminuindo a sensibilidade e detectabilidade do imunossensor.  

Em virtude disto, pode-se utilizar Proteína A de Staphylococcus aureus e/ou Proteína 

G de Streptococcus como direcionadores na imobilização doa anticorpos, devido à sua 

capacidade de adsorver seletivamente a região Fc dos anticorpos entre os domínios CH2 e CH3 

e não interferir na especificidade da biomolécula pelo antígeno após o processo de adsorção. 

(GAO; GUISÁN; ROCHA-MARTIN, 2022; PRIETO-SIMÓN; SAINT; VOELCKER, 2014; 

YAMANAKA et al., 2009) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Streptococcus+sp.+group+G&rn=1
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A construção de imunossensores via imobilização covalente pode ser realizada de 

diferentes maneiras. Uma destas maneiras é a formação de monocamadas auto-organizadas, do 

inglês “self-assembled monolayers” – SAM. Estas podem ser construídas pela da afinidade 

inerentemente forte em grupos tióis por Au, Au-SH, utilizando como ligantes moléculas 

orgânicas bifuncionais (HS-R-NH2, HS-R-COOH) altamente organizadas sobre a superfície do 

eletrodo. (FELIX; ANGNES, 2018; GAO; GUISÁN; ROCHA-MARTIN, 2022; 

YAMANAKA et al., 2009) 

Porém, a formação de SAM não é restrita apenas a superfícies de Au, é possível 

realizar este tipo de modificação sobre superfícies de carbono, possibilitado a construção destas 

estruturas pela formação de uma ligação covalente entre molécula de diaminoalcano (NH2-

(CnH2n+2)-NH2) e o carbono por meio de uma eletrooxidação. (GAO; GUISÁN; ROCHA-

MARTIN, 2022; PRIETO-SIMÓN; SAINT; VOELCKER, 2014) 

Outra maneira de construção de inunossensores eletroquímicos é a utilização de 

nanomateriais como plataforma para a imobilização de forma covalente sobre a superfície dos 

eletrodos. A nanotecnologia é um assunto em pleno desenvolvimento e refere-se à ciência e 

tecnologia de projetar, construir, manipular e entender materiais e sistemas em nanoescala 

(variação de tamanho de aproximadamente 1 a 100 nm), o que levou a muitas aplicações 

abrangentes em uma miríade de áreas, como na saúde, meio ambiente, energia e agricultura 

(LV et al., 2018; MARQUIÉ, 2001; NAGARAJAN; HATTON, 2008).  

Os nanomateriais têm recebido destaque nos avanços tecnológicos devido às suas 

características físico-químicas únicas, as quais são geralmente diferentes daqueles presentes no 

material de mesma composição química e com dimensões maiores (bulk), tais como ponto de 

fusão, condutividade elétrica e térmica, magnetização, atividade catalítica, absorção e 

espalhamento de luz, etc. (JEEVANANDAM et al., 2018; KLABUNDE; RICHARDS, 2001) 

Estas propriedades únicas dependem das dimensões, formas e extensão da superfície dos 

nanomateriais e são produzidas pela elevada relação área/volume (energia de Gibbs de 

superfície), defeitos superficiais e efeitos quânticos presentes nos nanomateriais. 

(JEEVANANDAM et al., 2018; NAGARAJAN; HATTON, 2008) 

O estudo das propriedades que emergem da nanoescala é conhecido como nanociência. 

O termo nanotecnologia se relaciona com o uso do conhecimento científico para a fabricação 

de dispositivos funcionais com base na montagem controlada de objetos em nanoescala para 

aplicações tecnológicas específicas. Os nanomateriais podem ser compostos de qualquer 
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substância, normalmente se classificam em 4 categorias: (JEEVANANDAM et al., 2018; 

NAGARAJAN; HATTON, 2008) 

1) Nanomateriais a base de carbono: nanotubos de carbono, nanofibras de carbono, 

grafeno e fulereno. 

2) Nanomateriais compósitos ou híbridos: Materiais compostos por mais de uma fase, 

sendo necessariamente uma das fases com dimensões na escala nanométrica. 

3) Nanomateriais orgânicos: dendrímeros, lipossomas, micelas e nanopartículas 

poliméricas. 

4) Nanomateriais inorgânicos: Metais e óxidos de metais na escala nanométrica, 

incluem nanopartículas de Ag, Au, Fe, TiO2, ZnO, SiO2, entre outros. 

As nanopartículas são preparadas por diferentes métodos e podem utilizar processos 

em fases gasosa, líquida ou sólida. Métodos coloidais são baseados em processos de 

precipitação em soluções. Soluções de íons diferentes são misturadas em condições controladas 

de temperatura e pressão para formar precipitados insolúveis. (JEEVANANDAM et al., 2018; 

NAGARAJAN; HATTON, 2008) 

O desenvolvimento de biossensores baseados em nanomateriais, destacando-se as 

nanopartículas metálicas, como as nanopartículas de ouro (AuNPs) (JONES et al., 2021; 

MANSURIYA; ALTINTAS, 2021) e as nanopartículas magnéticas (mNPs), aumentou a 

aplicabilidade de sistemas de diagnóstico na área. (ULIANA et al., 2019; VENTURINI 

ULIANA; YAMANAKA, 2020a) 

As mNPs de óxido de ferro (Fe3O4) apresentam características superparamagnéticas, 

alta estabilidade e baixa toxicidade. (GUPTA; GUPTA, 2005) A síntese de nanopartículas de 

magnetita de óxido de ferro pode ser realizada de variadas maneiras, sendo os métodos mais 

comumente reportados na literatura a sonificação, (ABBAS; TAKAHASHI; KIM, 2013) o 

hidrotérmico, (TOGASHI et al., 2011) o poliol (SATHISH; BALAKUMAR, 2016) e a 

coprecipitação. (RAMIMOGHADAM; BAGHERI; HAMID, 2014) 

O processo de coprecipitação a temperatura ambiente resulta na formação de sólidos 

(cristalinos ou amorfos), nos quais as propriedades físico-químicas estão diretamente ligadas 

aos parâmetros utilizados durante a síntese. (JEEVANANDAM et al., 2018; 

RAMIMOGHADAM; BAGHERI; HAMID, 2014) Os principais parâmetros são, razão molar 

e concentração dos metais; ordem e velocidade de adição dos reagentes; tipo de ânion; 

temperatura de precipitação e pH final da solução de precipitação.  
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É importante atentarmos que estas variáveis afetam significantemente o tamanho, 

morfologia, homogeneidade e comportamento magnético das partículas formadas. (JANASI et 

al., 2002; NAGARAJAN; HATTON, 2008) Em suma, o método de coprecipitação, segundo 

LaMer e Dinegar (LAMER; DINEGAR, 1950), divide-se em duas etapas principais: 1) a 

nucleação, no qual há a formação dos cristais induzido pela saturação de monômeros na solução 

e 2) a etapa de crescimento das partículas, Figura 10. 

 
Figura 10: Mecanismo de formação de partículas em solução. Curva a) nucleação simples e crescimento uniforme por difusão 

explicado pelo modelo de LaMer e Dinegar; Curva b) nucleação, crescimento e agregação de subunidades e Curva c) evento 

de nucleação múltipla e amadurecimento de Ostwald. 

 

Fonte: (SOUSA FILHO; SERRA, 2015) 

 

O método de coprecipitação tende a exibir as seguintes características: (i) os produtos 

das reações de precipitação são espécies geralmente pouco solúveis, formados sob condições 

de supersaturação, (ii) tais condições ditam que a nucleação será um passo-chave do processo 

de precipitação e que um grande número de pequenas partículas será formado. (iii) processos 

de crescimento de partículas maiores através da dissolução de partículas menores 

(amadurecimento de Ostwald) e a coalescência (agregação das partículas) vão afetar 

significantemente o tamanho, morfologia e propriedades dos produtos, (iv) as condições 

necessárias para induzir a precipitação são o resultado da interação dos parâmetros que 

influenciam a reação química, ditando as características finais do produto. (MURRAY; 

KAGAN; BAWENDI, 2000; VAYSSIÈRES et al., 1998) 

A síntese das mNPs utilizando o método de coprecipitação é realizada com sais ferro 

(II) e ferro (III) que precipitam em meio alcalino formando a magnetita (Fe3O4). O controle de 
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tamanho, forma e composição das mMPs depende do tipo de sal utilizado (cloretos, sulfatos, 

nitratos), razão entre os íons de Ferro (Fe2+:Fe3+), pH e velocidade de agitação. 

(RAMIMOGHADAM; BAGHERI; HAMID, 2014) 

Convencionalmente, magnetita é preparada adicionando-se base a uma mistura aquosa 

de sais de Fe2+ e Fe3+ numa razão molar de 1:2, sob atmosfera inerte livre de O2, a temperatura 

ambiente ou a temperatura elevada. A obtenção de magnetita com alto grau de pureza é 

diretamente influenciada pela razão estequiométrica dos íons ferro e pH entre 9 e 14. 

(JEEVANANDAM et al., 2018; KIM et al., 2001; RAMIMOGHADAM; BAGHERI; HAMID, 

2014) A fórmula da magnetita FeO.Fe2O3 (Fe3O4) mostra que são necessários 2 mols de íons 

Fe3+ para cada mol de íon Fe2+, e a Equação 1 descreve o processo de formação: 

 

𝐹𝑒(𝑎𝑞)
2+ + 2𝐹𝑒(𝑎𝑞)

3+ + 𝑂𝐻(𝑎𝑞)
− ⇀ 𝐹𝑒3𝑂4(𝑠) + 4𝐻2𝑂(𝑎𝑞) Equação 1 

 

Imediatamente após a adição da base, a coloração que antes era alaranjada torna-se 

escura, formando um precipitado negro. Casos nos quais a razão 1:2 de mols de íons ferro são 

mantidas, pode-se obter como produto da síntese duas fases distintas, como oxihidróxido férrico 

(FeO.OH) e/ou goetita (α-FeOOH). A precipitação completa da magnetita ocorre em pH entre 

8,5 e 10 em ambiente não oxidante. (JEEVANANDAM et al., 2018; JOLIVET, 1992; ZHANG 

et al., 2006) 

Apesar da simplicidade de síntese da magnetita, esta não acontece em uma única etapa 

como descreve a Equação 1. Primeiramente ocorre a coordenação das moléculas de água 

(solvente) pelos cátions metálicos (M), formando espécies do tipo [M(H2O)x]
n+ que sofrem 

hidrólise e formam compostos [M(H2O)x-1
](n-1)+. (JANASI et al., 2002; JOLIVET, 1992; 

ZHANG et al., 2006). Estes compostos dimerizam com a liberação de água, obrigando os 

oxigênios dos grupos OH- formarem pontes entre os metais (–OH–). Posteriormente, há uma 

associação entre as espécies hidrolisadas as quais se condensam por meio de pontes  

ol  (–OH–) e oxo (–O–) em regiões ausentes de prótons, dando origem à estrutura do tipo 

espinélio, uma vez que tratamos de cátions Fe2+ e Fe3 (JANASI et al., 2002; JOLIVET, 1992; 

ZHANG et al., 2006). Os processos de nucleação e crescimento do cristal acontecem 

concomitantemente ao processo anterior, conhecido como condensação hidrolítica. A 

quantidade de partículas primárias de Fe3O4 formada relaciona-se com a taxa relativa de 

nucleação e crescimento. Para obter partículas com tamanho homogêneo é necessário que as 

etapas de nucleação e crescimento sejam separadas, de modo que a nucleação ocorra 
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primeiramente e só depois o crescimento. Na presença de oxigênio a magnetita pode sofrer 

oxidação e posteriormente ser transformada em maghemita (γ-Fe2O3), em condições de 

desidratação térmica a formação de hematita (α-Fe2O3). (JANASI et al., 2002; JOLIVET, 1992; 

ZHANG et al., 2006) 

Assim, os parâmetros como temperatura do meio reacional, pH, razão estequiométrica 

entre os íons Fe e controle da presença de O2 no meio, influenciam na predominância das fases 

cristalinas dos produtos precipitados formados.  

A superfície das nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (mNPs) deve ser 

modificada com óxido de silício (SiO2), também conhecido como sílica, consiste na formação 

de uma casca de sílica ao redor das mNPs obtendo nanopartículas com uma estrutura caroço-

casca. Este tipo de modificação evita a agregação das nanopartículas, permite a estabilidade 

cinética coloidal em água, possibilitando a inserção de grupos químicos passiveis de ligação 

covalentes com biomoléculas, em especial anticorpos. (LU; SALABAS; SCHÜTH, 2007; 

SAPSFORD et al., 2013) 

A modificação de superfície de mNPs com sílica é realizada através do método sol-

gel, o qual consiste na hidrólise controlada de alcoxisilanos, em uma solução de álcool em água 

e empregando um catalisador (usualmente hidróxido de amônio) para formar silanóis (Equação 

2). Os oligômeros são formados na solução pela condensação dos silanóis (Equação 3). Os 

oligômeros reagem com os grupos hidroxila presentes na superfície das mNPs também por 

reações de condensação. Este processo permite inicialmente a formação de ligações covalentes 

entre a superfície das mNPs e a cadeia siloxano, e depois o crescimento da casca de sílica. (LU; 

SALABAS; SCHÜTH, 2007; SAPSFORD et al., 2013). Na Figura 11 está exibo um esquema 

de como esta modificação ocorre sobre a superfície das mNPS. 

 

Hidrólise: 𝑆𝑖(𝑂𝑅)4 + 4𝐻2𝑂 ⇌ 𝑆𝑖(𝑂𝐻)4 + 4𝑅𝑂𝐻 Equação 2 

Condensação: -Si-OH + HO-Si- ⇀ -Si-O-Si- + H2O Equação 3 
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Figura 11: Esquema da modificação da superfície de mNPs com sílica empregando um alcoxisilano. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A incorporação de sílica na superfície das mNPs produz um aumento no tamanho das 

nanopartículas que pode diminuir a estabilidade coloidal e a interação entre as nanopartículas e 

um campo magnético externo, pois a magnetização de saturação (Ms) é menor quando 

comparado com as mNPs sem modificação. Por isso é importante controlar a quantidade de 

sílica depositada na superfície das mNPs. A espessura da casca de sílica formada pelo método 

sol-gel é finamente ajustada através dos seguintes parâmetros: i) controle da concentração do 

alcoxisilano; ii) concentração do álcool; iii) concentração do catalisador (usualmente hidróxido 

de amônio); iv) tempo de reação e v) a temperatura da solução. (BITAR et al., 2018; GHOSH 

CHAUDHURI; PARIA, 2012) 

A introdução de grupos funcionais na superfície das mNPs empregando alcoxisilanos 

acontece por duas vias distintas: a modificação da superfície das mNPs utilizando diretamente 

o alcoxisilano com o grupo funcional de interesse o qual produz a casca de sílica com os grupos 

funcionais livres na superfície das nanopartículas ou a formação previa de uma casca de sílica 

empregando TEOS para posteriormente modificar a superfície com o alcoxisilano que possui o 

grupo funcional de interesse. (BITAR et al., 2018; GHOSH CHAUDHURI; PARIA, 2012) 
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O primeiro método é mais simples e consome menor quantidade de reagentes, sendo 

possível a utilização de uma grande variedade de alcoxosilanos com grupos orgânicos 

funcionais distintos. Os alcoxisilanos com grupos funcionais mais populares são (3-

aminopropil)trietoxisilano (APTES, com grupo amina primária), (3- 

mercaptopropil)trietoxisilano (MPTEMS, com grupo tiol), 3-(trimetoxisilil)propil metacrilato 

(MPES, com o grupo metacrilato) e (3-glicidiloxipropil)trimetoxisilano (com o grupo epóxido). 

(BITAR et al., 2018; GHOSH CHAUDHURI; PARIA, 2012; SAPSFORD et al., 2013) 

O APTES é o alcoxisilano mais empregado pois reagindo com uma molécula adequada 

pode deixar um novo grupo funcional na superfície, por exemplo a reação entre a amina 

primária e o anidrido succínico deixa grupos carboxila na superfície das nanopartículas, desta 

forma possibilitando a imobilização de anticorpos sobre a superfície deste tipo de nanomaterial 

permitindo o denvolvimento de imunosensores eletroquímicos. (JOSELEVICH; WILLIAMS, 

2008; SAPSFORD et al., 2013) 

As mNPs permitem fácil aplicabilidade em sistemas de diagnóstico em campo, devido 

à minimização das etapas de preparo da amostra, pois quando aplicadas a um campo magnético 

externo, ficam aderidas à parede do frasco, favorecendo a remoção da fase líquida a ser 

descartada. Outra característica a ser destacada é que o uso de mNPs promove a pré-

concentração do analito analisado, reduzindo o limite de detecção do procedimento aplicado. 

Para a realização da ligação covalente entre anticorpo e grupamentos aminos presentes 

na superfície de mNPS modificadas com APTES é utilizando a molécula de glutaraldeído (glut) 

para tal etapa. (FELIX; ANGNES, 2018) A molécula de glutaraldeído é um dialdeído saturado 

que apresenta caráter bifuncional, possibilitando a ligação em um dos grupos carbonila ao grupo 

amino primário da extremidade na mNP modificada com APTES enquanto o outro permanece 

livre no topo da superfície para ligação com os grupos aminos primários presentes nas cadeias 

laterais dos resíduos de aminoácido que constituem o anticorpo. (GAO; GUISÁN; ROCHA-

MARTIN, 2022; HERMANSON, 2013; PRIETO-SIMÓN; SAINT; VOELCKER, 2014) 

Esta reação é denominada como Base de Schiff, em que há formação de uma imina 

devido á adição nucleofílica de grupo amino primário (R-NH2) presente na superfície do 

eletrodo e a carbonila (R-CHO) presente no glutaraldeído. As Base de Schiff é produzida em 

uma reação reversível, catalisada por ácido, que se inicia com a adição nucleofílica da amina 

primária ao grupo carbonílico, seguido de transferência de um próton do nitrogênio para o 

oxigênio, formando uma carbinolamina, intermediário tetraédrico inicialmente formado. A 

protonação do oxigênio da carbinolamina pelo catalisador ácido promove então a perda de uma 
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molécula de água, que produz um íon imínico por meio da perda de um próton do nitrogênio 

formando o produto final R1R2C=N-R3. (HERMANSON, 2013; KUZNETSOVA et al., 2013; 

MARQUIÉ, 2001; OLDE DAMINK et al., 1995) 

A literatura relata diversos trabalhos utilizando a imobilização covalente de anticorpos 

no desenvolvimento de biossensores eletroquímicos, esta via de imobilização apresenta como 

desvantagem a diminuição da atividade biológica dos anticorpos, entretanto, exibe como 

vantagem o direcionamento na molécula biológica sobre a superfície do transdutor, 

favorecendo a sensibilidade e detectabilidade do disposito, bem como proporcionando, um 

aumento no tempo de vida do biossensor. (GAO; GUISÁN; ROCHA-MARTIN, 2022; 

PRIETO-SIMÓN; SAINT; VOELCKER, 2014; YAMANAKA et al., 2009) 

Em relação à forma de monitoramento do sinal avaliado, os imunossensores 

eletroquímicos podem ser classificados em dois tipos, sendo indiretos ou diretos. (LI; YANG; 

ZHANG, 2008; SYAHIR et al., 2015; YAMANAKA et al., 2009) Os imunossensores indiretos 

medem o resultado desta interação em relação à alteração de um determinado marcador 

eletroquimicamente ativo, por esta razão, há diversos agentes marcadores utilizados. Estes 

agentes podem ser enzimas, íons metálicos e outros compostos eletroativos. Esse tipo de 

imunossensor pode ser denominado também de “label-based”. (LI; YANG; ZHANG, 2008; 

MISTRY et al., 2014; YAMANAKA et al., 2009) 

Já os imunossensores diretos possibilitam o monitoramento da formação do 

imunocomplexo Ag-Ac propriamente dito, ou seja, são capazes de detectar uma mudança física 

durante a interação do anticorpo com o antígeno, também denominados de “label-free”, pois 

não lançam mão do uso de uma molécula marcadora. (LI; YANG; ZHANG, 2008; SYAHIR et 

al., 2015; YAMANAKA et al., 2009) 

A formação do imunocomplexo ocasiona alterações nas propriedades eletroquímicas 

da interface eletrodo/solução na superfície do eletrodo de trabalho, desta maneira as alterações 

de alguma destas propriedades é a base dos imunossensores livre de marcadores.  

Para mensuração destas alterações utiliza-se a técnica de Espectroscopia de 

Impedância Eletroquímica (EIE),“Electrochemical Impedance Spectroscopy” (EIE), a qual é 

uma ferramenta empregada para medidas não destrutivas da superficie do eletrodo de trabalho, 

possibilitado a avaliação de processos faradaicos e não-faradaicos na interface eletrodo/solução. 

O uso da EIE possibilita desenvolver imunossensores livre de marcadores, já que a 

formação do imunocomplexo (Ag-Ac) acarreta uma mudança na resposta do sistema 

comparada a etapa anterior à reação de imunoafinidade. Este fato implica em maior 
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simplicidade e menor custo pelo uso do biossensor, uma vez que o ensaio necessitará de um 

menor número de etapas e dispensará a utilização de anticorpos secundários marcados. 

(GRIESHABER et al., 2008; LISDAT; SCHÄFER, 2008a; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008). 

1.6. Espectroscopia de impedância eletroquímica 

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) é uma técnica que fornece uma 

informação plena e minuciosa das características eletroquímicas de uma interface 

eletrodo/solução quando muitos elementos de resposta estão envolvidos em diferentes 

velocidades. De maneira geral, a EIE é uma técnica de estado estacionário, isto é, quando o 

sistema eletroquímico não se altera com o tempo. A EIE é uma técnica amplamente difundida, 

de grande interesse e utilidade na área da eletroquímica e eletroanalítica e tem grande 

sensibilidade para medição dos eventos elétricos complexos de uma interface eletrodo/solução. 

(LISDAT; SCHÄFER, 2008b; MACDONALD, 2006; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008) 

O conceito de impedância elétrica é datado no século XIX, quando Oliver Heavside, 

matemático e engenheiro eletricista inglês, descreveu equações integrais/diferenciais para 

avaliar a influência de uma corrente elétrica em um sistema de corrente alternada “alternating 

current” - (AC), quando esta, percorre através de um circuito elétrico na presença e/ou ausência 

de diferentes componentes elétricos (resistores, capacitores e indutores), Equação 4. 

(HEAVISIDE, 2011; MACDONALD, 2006) 

 

𝑍̃(𝑠) =
𝐸̃(𝑠)

𝐼(𝑠)
  Equação 4 

 

A princípio a impedância era caraterizada apenas em sistemas discretos e 

arbitrariamente distribuídos, sendo representada pela transformada de Fourier da equação 

diferencial, Equação 5, descompondo o sinal elétrico mensurado em função da frequência 

angular (𝜔). Nessa equação 𝑍 é a impedância total em função do operador imaginário (𝑗) e de 

𝜔, E é o potencial elétrico e I a corrente elétrica, ambas em função do tempo (𝑡), enquanto 𝐹 é 

o operador de Fourier. (MACDONALD, 2006; MACDONALD; JOHNSON, 2018) 

𝑍(𝑗𝜔) =
𝐹[𝐸(𝑡)]

𝐹[𝐼(𝑠)]
  Equação 5 

 

A equação diferencial citada acima apresenta um problema, pois ela reduz a expressão 

apenas a simples 1ª lei de Ohm, o que torna a impedância apenas uma resistência simples. No 
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entanto na década de 1880, com o advento da representação de números complexos utilizando 

diagrama de vetores, Heaviside elaborou um novo modelo matemático que permitiu simplificar 

as expressões complexas geradas através dos tratamentos das respostas de corrente elétrica em 

simples expressões algébricas. (MACDONALD, 2006; MACDONALD; JOHNSON, 2018) 

Fundamentalmente Heavside se valeu de uma associação entre as transformadas de 

Fourier (no domínio do tempo) e La Place (domínio da frequência) para relacionar I e V no 

domínio da frequência. (MACDONALD, 2006; MACDONALD; JOHNSON, 2018) 

Desta forma, ele determinou dois operadores para o valor de 𝑠, para 𝑠 =
𝑑

𝑑𝑡
 e 
1

𝑠
= ∫𝑑𝑡, 

relacionando o termo 𝑠 com a frequência de Laplace, isto é, para cada valor específico de 

aplicação de potencial há uma resposta específica de corrente e consequentemente uma resposta 

final de impedância, que varia com o tempo, nesse caso com a frequência, Equação 6. 

(HEAVISIDE, 2011; MACDONALD, 2006; MACDONALD; JOHNSON, 2018) 

 

𝐹(𝑠) = ℒ{𝑓(𝑡)} = ∫ 𝑒−𝑠𝑡𝑓(𝑡)
∞

0
𝑑𝑡      Equação 6 

 

Assim, a impedância é, portanto, uma função transferência entre o E (t) e I (t), 

Equações 7 e 8 respectivamente, que se comportam como uma onda senoidal em um sistema 

de AC. A partir disto foi possível relacionar E e I como fasores em um plano complexo, como 

exibido na Figura 12. (HEAVISIDE, 2011; MACDONALD; JOHNSON, 2018; ORAZEM; 

TRIBOLLET, 2008) 
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Figura 12: Representação esquemática dos fasores E e I. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

𝐸(𝜔, 𝑡) =  𝐸0 sin𝜔𝑡          Equação 7 

𝐼(𝜔, 𝑡) =  𝐼0 sin(𝜔𝑡 + 𝜙)             Equação 8 

Logo;  

𝑍(𝜔, 𝑡) =
𝐸(𝜔,𝑡)

𝐼(𝜔,𝑡)
= 𝑍0

sin𝜔𝑡

sin(𝜔𝑡+𝜙)
      Equação 9 

 

É importante ressaltar que, na EIE a perturbação de potencial é executada por um sinal 

do tipo senoidal de pequena amplitude (a) em torno do valor de E0 da interface eletrodo/solução, 

este potencial é denominado de potencial de circuito aberto, “Open Circuit Potential” (OCP).  

O OCP é o potencial no qual não há passagem de corrente; ou seja, é valor de E entre 

os eletrodos de trabalho e eletrodo de referência quando nenhuma corrente elétrica flui dentro 

do circuito. Neste ponto, é importante destacar que, a medida de EIE é feita com o sistema em 

estado de equilíbrio e não fora dele como a maioria das técnicas eletroquímicas fazem. Assim, 

o princípio da EIE consiste na aplicação de uma pequena diferença de potencial (5 a 20 mV) 

no sistema, gerando uma corrente elétrica alternada. A frequência utilizada na técnica, 

normalmente varia em uma faixa de 10 mHz a 100 kHz. (BARD; FAULKNER, 2000; 

BENAVENTE, 2005; BREDAR et al., 2020) 
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Então, a partir da aplicação de uma pequena perturbação de potencial ou de corrente 

sobre o sistema, a resposta de corrente ou potencial que surge pode estar completamente em 

fase, completamente fora de fase ou em ângulos intermediários (ϕ – ângulo de fase) em relação 

à outra função. (LISDAT; SCHÄFER, 2008b; MACDONALD; JOHNSON, 2018; ORAZEM; 

TRIBOLLET, 2008) 

Levando em consideração a relação de Euler, dada pela Equação 10, é possível obter 

a Equação 11, onde 𝑖 = √−1. 

 

𝑒𝑖𝜑 = cos𝜙 + 𝑖 sin𝜙   Equação 10 

𝑍(𝜔, 𝑡) =  𝑍0𝑒
cos𝜙+𝑖 sin𝜙   Equação 11 

 

Desta forma, uma função deste tipo pode ser representada geometricamente em um 

plano complexo, que por sua vez, é desmembrado em um componente real (Z’) no eixo das 

abcissas e um componente imaginário (-Z’’) no eixo das ordenadas, Equação 12. (HEAVISIDE, 

2011; MACDONALD; JOHNSON, 2018; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008) 

 

𝑍 = 𝑍′ + 𝑖𝑍′′            Equação 12 

|𝑍| = √(𝑍′)2 + (𝑍′′)2 Equação 13 

𝜙 = tan−1 (
𝑍′

𝑖𝑍′′
)            Equação 14 

 

Assim Heavside, encontrou uma forma para representar a impedância em função da 

frequência, em que 𝑍′ é a impedância real associada aos valores de resistência eletroquímica do 

sistema, enquanto 𝑖𝑍" corresponde à componente de impedância imaginária correlacionada a 

reatância capacitiva e/ou indutiva do sistema eletroquímico. (HEAVISIDE, 2011; 

MACDONALD; JOHNSON, 2018; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008) 

A partir destas equações é possível realizar dois tipos de representações gráficas dos 

valores de Z obtidos em cada valor de 𝜔 avaliado, sendo o chamado diagrama de Nyquist ou 

no Plano Complexo, Figura 13a e o diagrama de Bode, Figura 13b. 
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Figura 13: Curvas e esquemas característicos da impedância eletroquímica. Em (a) Diagrama de Nyquist ou plano complexo 

e em (b) Diagrama de Bode. 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

No diagrama de Nyquist, a impedância total do sistema, |Z|, é representada através da 

plotagem de seu componente imaginário -Z’’ versus seu componente real Z’. Um diagrama de 

Nyquist típico apresenta um semicírculo na região de altas frequências e uma variação linear 

em médias e baixas frequências. O diagrama de Bode representa os dados obtidos com a EIE a 

partir da plotagem de log|Z| (sendo |Z|, o módulo da impedância) e o ângulo de fase ϕ, versus o 

log de ω ou log de f, sendo 𝜔 = 2𝜋𝑓. As informações obtidas a partir destes gráficos podem 

ser complementares às obtidas no diagrama de Nyquist. (BARD; FAULKNER, 2000; 

BENAVENTE, 2005; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008) 

Os parâmetros de um espectro de frequência em um sistema eletroquímico se dividem 

essencialmente em dois grupos: 1) os parâmetros intrínsecos ao material como, condutividade, 

constante dielétrica, mobilidade de carga e 2) os parâmetros relacionados à interface 

eletrodo/solução os quais destacam-se, capacitância da região interfacial, os aspectos 

termodinâmicos, a cinética das reações interfaciais e os efeitos de transporte de massa na 

interface de trabalho. (AGUEDO et al., 2020; BENAVENTE, 2005) 

Devido à técnica de EIE mensurar o valor de Z em diferentes frequências de 

perturbação a uma amplitude fixa, é possível avaliar os mais diferentes processos redox na 

interface de trabalho, os quais podem ser associados a elementos de um circuito elétrico 

equivalente (CCE)”. É importante salientar que a impedância deve ser obtida para o circuito 

fechado completo (loop) do sistema sob medida e não apenas para as propriedades da amostra. 

(CIUCCI, 2019; PUPIM FERREIRA et al., 2010; RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 

2010; SANTOS, 2014) 
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O EEC utiliza de elementos que podem ser resistores, capacitores e indutores, que são 

associados aos processos eletroquímicos na interface eletrodo/solução, simulando, a partir 

desse circuito, o efeito de cada componente na resposta de corrente obtida. (CIUCCI, 2019; 

ORAZEM; TRIBOLLET, 2008) 

Um circuito elétrico equivalente muito utilizado é o Circuito de Randles, que é um 

modelo bastante conhecido para representar as equações cinéticas que levam as funções de 

impedância, exibidas na Figura 13. Um circuito elétrico equivalente engloba alguns termos 

resistência da solução eletrolítica, resistência de transferência de carga, capacitância da dupla 

camada elétrica e impedância de Warburg, que servem para descrever o efeito de cada 

componente elétrico. (CIUCCI, 2019; LASIA, 2014; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008) 

Em um sistema AC, a impedância de R é determinada por meio da Equação 12, a qual 

expressa que sua impedância é igual a sua própria resistência R, devido à onda senoidal de E e 

de I estarem em fase. Em um diagrama de Nyquist como da Figura 13a, pode ser observado 

dois tipos de resistores, a resistência da solução eletrolítica (𝑅𝑠) e a resistência de transferência 

de carga (𝑅𝑡𝑐). (CIUCCI, 2019; LASIA, 2014; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; RONKAINEN; 

HALSALL; HEINEMAN, 2010) 

 

𝑍𝑅 = 𝑅 Equação 12 

 

A 𝑅𝑠 é obtida pela primeira intersecção do semicírculo com o eixo Z’ e tem relação 

com condutividade do meio, logo esta é dependente da concentração e da composição do 

eletrólito suporte utilizado, pois a condutância tem relação com a mobilidade iônica dos 

elementos que compõe o meio. (CIUCCI, 2019; LASIA, 2014; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; 

RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010) 

A 𝑅𝑡𝑐 é a resistência associada ao processo de transferência de carga (transferência de 

elétrons que ocorrem nos processos de óxido-redução) na interface entre o eletrodo de trabalho 

e a solução. Logo, o aumento ou diminuição no valor de 𝑅𝑡𝑐, estará diretamente relacionado 

com a dificuldade ou facilidade com que a transferência eletrônica do analito acontece na 

interface. (CIUCCI, 2019; LASIA, 2014; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; RONKAINEN; 

HALSALL; HEINEMAN, 2010) 

O valor de 𝑅𝑡𝑐 é obtido pela segunda intersecção do semicírculo com o eixo Z’, 

Figura 13a e seu valor é descrito aplicando a Equação 13, a qual provem da equação de Butler-

Volmer. Ela depende dos seguintes parametros: constante de Faraday (F) 
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96485,33289 Cmol - 1; constante dos gases (R) 8,3144621 J K-1 mol-1; temperatura absoluta (T) 

298,15 K, número de moles elétrons por mol de substância (n) e a corrente de troca eletrônica 

I0 dada em A. (BARD; FAULKNER, 2001a; CIUCCI, 2019; LASIA, 2014) 

 

𝑅𝑡𝑐 =
𝑅𝑇

𝑛𝐹𝐼0
           Equação 13 

I0 = nFA𝐾0𝐶∞ Equação 14 

 

A equação de Butler-Volmer que assume que as concentrações da sonda redox na 

interface eletrodo/solução é igual à concentração no seio da solução. Assim, no E0 é possível 

mensurar a corrente de troca I0, Equação 14, valor de I em que há há ausência de eletrólise 

líquida, ou seja, a velocidade da reação de oxidação e redução são iguais, possibilitando avaliar 

a taxa de transferência eletrônica (k0) em m s-1 na interface de trabalho. A I0 apresenta 

dependência de F, n, da área do eletrodo (m2) e da concentração do analíto no seio da solução 

(C∞) em mol L-1. (BARD; FAULKNER, 2001b, 2001a) 

Outro parâmetro importante que pode ser avaliado é a capacitância da dupla camada 

eletroquímica (𝐶𝑑𝑙). A 𝐶𝑑𝑙 se origina quando um potencial elétrico é aplicado no eletrodo de 

trabalho e íons (com cargas opostas ao eletrodo) se aproximam da superfície, formando a dupla 

camada elétrica. Esta aproximação é dependente da hidrofobicidade/hidrofilicidade do material 

do eletrodo, dos íons que compõem o eletrólito e da força iônica do meio. (BURT; BIRKETT; 

ZHAO, 2014; HIRSCHORN et al., 2010; NETZ, 2004) 

Assim, os modelos de dupla camada elétrica (DCE) foram inicialmente desenvolvidos 

usando soluções aquosas em interface com eletrodo metálico. O primeiro modelo foi 

desenvolvido por Helmholtz em 1853, e define a DCE como uma região contendo íons 

carregados na superfície de um eletrodo, que apresentam uma densidade de carga de sinal 

oposto à da superfície, separados por uma pequena distância de aproximadamente 1 nm. 

(BRETT; BRETT, 1993; BURT; BIRKETT; ZHAO, 2014; PILON; WANG; 

D’ENTREMONT, 2015) 

Esse modelo é correspondido ao modelo de um capacitor de placas planas e paralelas, 

conforme Equação 15, em que C é a capacitância em farad (F), ε0 é a constante de 

permissividade elétrica do vácuo (8,85 x 10-12 C2/N m2), caso C não esteja em vácuo deve-se 

levar em consideração εr constante dielétrica intrínseca do meio. (BRETT; BRETT, 1993; 

BURT; BIRKETT; ZHAO, 2014; PILON; WANG; D’ENTREMONT, 2015) 
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𝐶 =  
𝜀𝑟𝜀0𝐴

𝑑
    Equação 15 

 

Segundo Helmholtz o potencial da carga superficial é dissipado linearmente, a partir 

da superfície do eletrodo pelos íons com cargas opostas acumulados do lado da solução, Figura 

14a. No entanto, esse modelo não considerava o movimento Browniano dos contra íons, 

negligenciando as interações que ocorrem além da primeira camada de íons adsorvidos e não 

levava em consideração a concentração do eletrólito. Outra limitação é a não dependência do 

acúmulo de cargas na interface com o potencial aplicado, pois para um capacitor de placas 

planas e paralelas a capacitância depende exclusivamente de fatores geométricos. (BRETT; 

BRETT, 1993; BURT; BIRKETT; ZHAO, 2014; PILON; WANG; D’ENTREMONT, 2015) 

 

Figura 14: Modelos de DCE. Em a) modelo descrito por Helmholtz e em b) modelo descrito por Grahame. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O modelo de DCE utilizado até os dias de hoje foi proposto pelo químico David C. 

Grahame em 1947. Grahame propõem que a DCE é composta por três regiões, sendo estas, o 

Plano interno de Helmholtz (IHP - do inglês “Inner Helmholtz Plane”), o plano externo de 

Helmholtz (OHP - do inglês “Outer Helmholtz Plane”) e uma terceira região difusa que está 

fora do OHP nomeada de Camada de difusão (Gouy-Chapman). Figura 14b. (BRETT; BRETT, 

1993; BURT; BIRKETT; ZHAO, 2014; PILON; WANG; D’ENTREMONT, 2015) 
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A IHP é a região mais próxima à superfície do eletrodo na qual os íons são adsorvidos 

especificamente devido estes apresentarem densidade de carga de sinal oposto à superfície do 

eletrodo polarizado. Nesta região o potencial varia linearmente com a distância. (BRETT; 

BRETT, 1993; BURT; BIRKETT; ZHAO, 2014; NETZ, 2004; PILON; WANG; 

D’ENTREMONT, 2015) 

A OHP consiste no plano imaginário, que passa pelo centro dos íons do eletrólito 

adsorvidos na superfície do eletrodo até o centro dos íons do início da camada de difusão. Esta 

região apresenta espécies hidratadas com cargas iguais a do eletrodo polarizado e o potencial 

varia linearmente com a distância. A camada de difusão é a camada mais externa da interface 

eletrodo/solução, sendo a região onde os íons do eletrólito estão dispersos desde o OHP até o 

seio da solução. (BRETT; BRETT, 1993; BURT; BIRKETT; ZHAO, 2014; PILON; WANG; 

D’ENTREMONT, 2015) 

Isto posto, a forma com que os íons estão dispostos sobre a DCE, possibilita um melhor 

entendimento a respeito do transporte de cargas na interface de trabalho e como processos não-

faradáicos participam na transferência eletrônica. Fisicamente este fenômeno pode ser descrito 

como um capacitor ideal de placas planas e paralelas, no entanto, devido às características 

morfológicas da superfície do eletrodo de trabalho, rugosidade ou propriedades das 

modificações sobre esta superfície, esse elemento capacitivo pode ser descrito por um elemento 

de fase constante ou CPE, do inglês “constant phase element”. (CIUCCI, 2019; HIRSCHORN 

et al., 2010; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; PAJKOSSY; JURCZAKOWSKI, 2017) 

A impedância em um CPE ou também chamada de reatância capacitiva (𝑍𝐶𝑃𝐸) é 

calculada utilizando a Equação 16 e tem dependência com C e com o expoente α. O valor de C 

em sistema AC, pode ser determinado utilizando a Equação 17, já que corresponde ao valor de 

CPE na frequência máxima do -Z’’. (CIUCCI, 2019; HIRSCHORN et al., 2010; ORAZEM; 

TRIBOLLET, 2008; PAJKOSSY; JURCZAKOWSKI, 2017) 

 

𝑍𝐶𝑃𝐸 =
1

𝐶𝑑𝑙(𝑖𝜔)
𝛼
 Equação 16 

 

𝐶𝑑𝑙 =
1

𝑅𝑡𝑐𝜔−𝑍𝑚𝑎𝑥
′′

 Equação 17 

 

O expoente α tem relação com características morfológicas da superfície do eletrodo 

de trabalho, que pode variar entre 0 < α < 1. Quando α < 0,5 o CPE apresenta comportamento 
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de um resistor, em situações que α ≈ 0,5 a interface apresenta características difusionais, quando 

α exibe valores intermediários de 0,5 < α < 1, a interface é caracterizada como porosa. À 

medida que os valores α se aproxima de α = 1 a DCE apresenta comportamento próximo a de 

um capacitor ideal de placas paralelas e a impedância é modelada conforme a Equação 15. 

Segundo Orazem e colaboradores, α é obtido graficamente a partir da Equação 18. (CIUCCI, 

2019; HIRSCHORN et al., 2010; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; PAJKOSSY; 

JURCZAKOWSKI, 2017) 

 

𝛼 = |
dlog−𝑍′′

dlog𝜔
| Equação 18 

 

A difusão desempenha um papel importante nas reações eletroquímicas e está 

associada ao transporte de íons em uma pequena região que fica entre a OHP e o seio da solução. 

O elemento de Impedância de Warburg (𝑍𝑊) é utilizado como artefato matemático para 

caracterizar um processo de difusão linear semi-infinita na interface de trabalho, sendo 

calculado utilizando a Equação 19. (LASIA, 2014; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; 

PAJKOSSY; JURCZAKOWSKI, 2017; RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010) 

 

𝑍𝑊 =
𝜎

√𝑖𝜔
      Equação 19 

 

σ é denominado de coeficiente de difusão de Warburg e é descrito pela Equação 20, 

relacionado à concentração e o confidente de difusão das espécies envolvidas. O transporte de 

massa é dependente de um gradiente de concentração em função do tempo e em função da 

distância da superfície do eletrodo, sendo relacionado com a segunda lei de Fick. Equação 40. 

(HUANG, 2018; SKALE; DOLEČEK; SLEMNIK, 2007) 

 

𝜎 =
𝑅𝑇

𝑛2𝐹2𝐴√2
(

1

𝐷0
1 2⁄
𝐶𝑂
∞
+

1

𝐷0
1 2⁄
𝐶𝑅
∞
) Equação 20 

 

𝛿𝐶𝑖(𝑥,𝑡)

𝛿𝑡
= −𝐷

𝛿2𝐶𝑖(𝑥,𝑡)

𝛿𝑥2
            Equação 21 

 

Usando as seguintes condições iniciais de contorno, 𝐶𝑖(𝑥, 0) = 0; 𝐶𝑖(0, 𝑡) = 𝐶𝑖
0 e 

𝐶𝑖(𝑥, 𝑡)
𝑥→∞
→  𝐶𝑖

𝑏, sendo 𝐶𝑖
0 a concentração real de espécies na interface de trabalho e 𝐶𝑖

𝑏 
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concentração das espécies no seio da solução, podemos consider então que a concentração na 

interface é igual a concentração no seio da solução, tendo dependência apenas do coeficiente 

de difusão D, o qual é intrínseco de cada espécie química. (HUANG, 2018; SKALE; 

DOLEČEK; SLEMNIK, 2007) 

Em um diagrama de Nyquist, como na Figura 13a, a impedância de Warburg é 

identificada como uma linha reta com um ângulo de 45° em relação ao eixo Z’ e regiões de 

baixa frequência, caso esta angulação seja diferente de 45° o sistema pode ter um controle 

difusional finito associado a demais processos capacitivos na interface de trabalho. Desta forma 

evidenciando que a técnica de EIE se mostra completa pois possibilita um estudo claro e 

detalhado das mudanças ocorridas na interface eletrodo/solução. (HUANG, 2018; LASIA, 

2014; ORAZEM; TRIBOLLET, 2008; PAJKOSSY; JURCZAKOWSKI, 2017; 

RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010) 

Assim, diante do exposto, o desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para a 

detecção e quantificação de HLB em amostras de citros é de suma importância, visto as 

dificuldades enfrentadas pelo setor na utilização de diagnósticos convencionais (PCR e 

ELISA), indicando a carência em dispositivos que possibilitam a realização de análises em 

campo. Sendo assim, uso de nanopartículas magnéticas permite a realização de análises que 

demandam baixo volume de amostra e possibilita a pré-concentração do Ag na superfície de 

trabalho, que associada a técnica de EIE permite o desenvolvimento de um biossensor com 

maior sensibilidade e detectabilidade ao HLB em amostras de citrus.  
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5. CONCLUSÃO 

A síntese das nanopartículas magnéticas (mNP) e a sua silanização com aminosilano 

foi realizada com sucesso formando mNP|A, como pode ser observado pelas caracterizações 

físicas empregadas, DRX, FTIR, ζ e VSM. Foi mensurado o tamanho e formato geométrico das 

nanopartículas magnéticas sintetizadas. 

Em relação à otimização na etapa de imobilização de Ac anti-HLB sobre as mNP|A 

constatou-se que as melhores condições foram: concentração de mNP|A de 0,75 mg mL-1; 

volume de mNP|A de 7,5 mg mL-1; concentração de glutaraldeído 5,0 % m/v. 

A imobilização do anticorpo anti-proteína OMP foram efetuadas sobre as mNP|A em 

solução tampão PBS 10 mM, pH 6,5 na concentração de 120,0 pg mL-1 em temperatura 

ambiente por um 180 min sob agitação constante na ausência de Tween 20, bloqueio com 

solução de glicina 0,5 % m/v em meio de solução tampão PBS 10 mM, pH 7,4, sob agitação 

constante a temperatura ambiente por um período de 120 min. Observou-se que o uso de 

surfactante Tween 20 favoreceu o reconhecimento do Ag (OMP) pelos Ac imobilizados sobre 

mNP|A. A concentração de Ac otimizada foi de 120,0 pg mL-1 preparadas em solução tampão 

PBS 10 mM, pH 6,5. 

Após a otimização das etapas de construção do biossensor, foi possível a descrição das 

figuras de mérito, com LD de 0,25 fg mL-1 e LQ de 0,83 fg mL-1 e estimação de constante de 

dissociação Kd igual a 759,11 fg mL-1. Devido as características da técnica de EIE foi possível 

realizar ajuste de CEE com objetivo de compreender melhor as características da interface de 

trabalho. Constatou-se uma boa estabilidade dos materiais utilizados no desenvolvimento deste 

dispositivo sendo ressaltado que após etapa de liofilização a % sinal e mantem estável em até 

60 dias, evidenciando assim a aplicabilidade ao longo do tempo em diferentes condições. 

Verificou-se a aplicabilidade na detecção e quantificação de HLB em amostras de 

extratos de folhas de citros, devido o emprego de nanopartículas magnéticas, pois não se faz 

necessária etapa prévia de “clean up” das amostras vegetais. 

O dispositivo desenvolvido distingue as amostras positivas ao HLB das amostras 

negativas ao HLB e também das negativas ao HLB, mas positivas ao CTV.  Isso significa que 

não ocorre reação cruzada com CTV, fato extremamente importante pois os sintomas visuais 

das infecções são semelhantes e muitas vezes a planta pode estar contaminada com CTV e/ou 

HLB. 
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Por fim, quando confrontado o desempenho do imunossensor impedimétrico com a 

técnica “padrão ouro” qPCR Multiplex, os resultados indicaram conformidade. Portanto, 

viabiliza assim a sua utilização como uma alternativa eficiente no monitoramento e diagnóstico 

de HLB em pomares citrícolas. 
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