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RESUMO

As cianobactérias representam uma séria ameacga a saude publica devido a capacidade de
liberagdo de toxinas em &aguas, como a microcistina, que causam efeitos deletérios aos
consumidores, podendo levar a 6bito. Assim, iniciou-se uma procura por métodos sensiveis e
confiaveis para a determinacdo dessas espécies de maneira rapida, seletiva e eficaz,
destacando-se o uso dos imunossensores, que utilizam anticorpos como reconhecedores.
Neste contexto, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de imunossensores
miniaturizados e descartaveis para a determinagdo dessa toxina em aguas naturais.
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INTRODUCAO

A eutrofizacao das adguas superficiais se refere a um distarbio, que tem causado grande
preocupacdo mundial, e ¢ causada pelo aumento excessivo de nutrientes nas aguas,
especialmente o fosforo e o nitrogénio, que estimulam o crescimento acelerado de algas,
denominadas de cianobactérias (ou algas azuis) (VENEU et al., 2015). Essas algas produzem
toxinas deletérias a satide dos consumidores, sendo as mais frequentes a LR-microcistina. A
microcistina € extremamente toxica e atua bloqueando as fosfatases hepaticas, causando
danos ao figado, com consequente hemorragia, podendo ser letal (RAMOS et al., 2016).

O Brasil foi o primeiro pais a estabelecer limites de tolerancia para microcistinas em

aguas, através da Portaria n° 518/2004 do Ministério da Saude, sendo estabelecido valor
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méaximo de 1 pg L' em 4guas destinadas ao abastecimento publico (MINISTERIO DA
SAUDE, 2004).

Apesar de sua toxicidade, o monitoramento de cianotoxina em &aguas ainda ¢ uma
pratica pouco comum devido, principalmente, a falta de métodos simples e de baixo custo
(RAMOS et al.,, 2016). Neste contexto, os biossensores sdo alternativas interessantes, uma vez
que possuem alta seletividade, sensibilidade, respostas rapidas e simples (MENDES et al.,
2017). Os biossensores sdo uma sub-classe dos sensores quimicos que possuem como
elemento de reconhecimento uma molécula bioldgica, como os anticorpos e, nesse caso, sao
denominados de imunossensores.

Recentemente, o uso de suportes miniaturizados para a constru¢ao dos dispositivos
tem sido preferido, uma vez que podem ser utilizados pequenos volumes de amostra (10-20
pL) com baixa geragao de residuos.

Neste contexto, o objetivo de trabalho ¢ detectar microcistina em 4aguas naturais
contaminadas, usando imunossensores miniaturizados e descartaveis, baseados em anticorpo
anti-microcistina imobilizado sobre nanocompdsitos hibridos compostos por nanopaticulas
magnéticas de Fe;O4 recobertos com quitosana.

METODOLOGIA

Primeiramente, foram colocados 50uL de nanoparticulas de Fe;Os em um frasco e
adicionou-se 25uL de quitosana 4,5 mg.mL", para formag¢do do nanocompdsito. Entéo, apds
lavagem, foram adicionados S0uL do anticorpo anti-microcistina ao sistema, para o processo
de imobiliza¢do do elemento de reconhecimento. Finalmente, o nanocompoésito modificado
com a biomolécula foi gotejado sobre um eletrodo miniaturizado de ouro e usado como
imunossensor na detec¢ao de microcistina.

Para as medidas com o dispositivo, adicionou-se 1puL de uma solucdo contendo
microcistina livre (Ag) e microcistina marcada com a enzima peroxidase (Ag*), em
proporcoes variadas conforme as necessidades de estudos. Este tipo de ensaio ¢ denominado
competitivo e possui como caracteristica a alta especificidade. O sistema miniaturizado foi
encaixado em um adaptador e conectado a um micropotenciostato PGSTAT 101 da
AUTOLAB (Metrohm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio competitivo usa-se antigeno (microcistina) conjugado com peroxidase
(Ag*) e a microcistina livre (Ag), que competem pela ligagdo com o anticorpo imobilizado. O
anticorpo tem mais afinidade pela Ag e, portanto, quanto mais microcistina tem no meio
menos Ag* fica retido na superficie do imunossensor. A peroxidase catalisa a reducdo do
peroxido de hidrogénio (substrato da enzima) gerando corrente elétrica. Assim, se menos Ag*
estiver retida no sensor, menor serd a geragdo de corrente e o sinal diminui. Dessa forma, este
dispositivo avalia a diminuicdo da resposta com o aumento da concentracdo de toxina no
meio.

OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS
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Antes de aplicar o sensor na determinagdo de toxina em aguas naturais, ha necessidade
de se encontrar as condigdes 6timas de resposta do dispositivo. As condi¢des avaliadas foram:
pH do meio e o melhor tempo de interagdo entre antigeno livre e marcado.

Os pHs avaliados foram: 5,5; 6,0; 6,5 € 7,0, e o dispositivo apresentou melhor resposta
de corrente elétrica em pH 6,5, devido a se referir ao pH 6timo da enzima peroxidase que
efetivamente contribui para a geragao de sinal.

Para a otimiza¢do de melhor tempo de interagdo antigeno livre/marcado e anticorpo,
foram avaliados trés tempos de mergulho distintos: 20, 30 e 45 min. Os resultados obtidos
indicaram que 30 min foi o melhor tempo de interagdo, pois foi o que apresentou maior fluxo
de corrente.

DETERMINACAO DE MICROCISTINA EM AGUAS NATURAIS

Para a determinac¢do de microcistina em aguas naturais, foi construida uma curva de
calibragio, cuja regido linear encontrada foi de 6,0 a 12,8 ppt (n=4) com um R* de 0,9935
(y(A)=-1.10%(ppt) x + 4.107) com um limite de detec¢do em torno de 1 ppt.

A amostra usada se refere a dgua de uma lagoa da cidade de Campinas que foi
intencionalmente contaminada com 10,9 ppt da toxina. Ap6s medida com o imunossensor,
encontrou-se a concentragao de 10,88 ppt, com erro de 0,2%.

CONSIDERACOES FINAIS

De uma forma geral, o imunossensor obteve bom desempenho nas andlises e resposta
precisa e exata na deteccdo de microcistina em amostras de aguas naturais. Dessa forma, o
dispositivo proposto pode ser aplicado na determinacdo do poluente em aguas, sem a
interferéncia das outras substancias presentes na amostra. Cabe ressaltar que o dispositivo
possui vantagens interessantes, como rapidez nas medidas e baixa geracdo de residuos, uma
vez que utiliza pequenos volumes de amostra.
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