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RESUMO

Da SILVA, GILCELIA JANAINA LINO. Desenvolvimento de um sensor
impedimétrico para deteccdo de Penicillium sclerotigenum baseado no
compoésito FezOs-hidrocloreto de poli(alilamina). 2013. 115f. Dissertacdo
(Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brasil.

Neste trabalho foi descrito um novo biossensor de DNA para deteccdo de
Penicillium sclerotigenum toxigénico aplicado a culturas puras e inhame
infectado. A deteccdo do Penicillium sclerotigenum toxigénico € realizada por
meio de uma monocamada automontada do composito
(magnetita/Zhidrocloreto de poli(alilamina) (FesOs-HPA) que serve como uma
camada de ancoragem para do DNA. A espectroscopia de impedancia
elétrica (EIE) foi utilizada para avaliar e quantificar o grau de . O compdésito é
uma boa plataforma para imobilizacdo de biomoléculas, devido a presenca
de vérios sitios de ligacdo para nucleotideos, aumento da &rea superficial e
boa biocompatibilidade. O biossensor foi capaz de ndo somente detectar
gualitativamente a presenca do genoma do fungo em baixas concentragoes,
mas também um aumento da resposta impedimétrica quando a resisténcia
elétrica foi monitorada ao longo do tempo de exposi¢cao, demonstrando que o
sistema pode avaliar quantitativamente o genoma do fungo. O biossensor
FezO4-HPA-primer requer apenas pequenos volumes e baixas concentragdes
do analito quando utilizado na detec¢cdo da contaminagdo de Penicillium
sclerotigenum em alimentos. Portanto, o biossensor obtido apresenta elevada

seletividade, especificidade e reprodutibilidade.

Palavras-chave: Espectroscopia de impedéancia; Penicillium sclerotigenum;

Nanoparticulas magnéticas; Compadsito; Biossensor.



ABSTRACT

Da SILVA, GILCELIA JANAINA LINO. Development of impedimetric sensor
for Penicillium sclerotigenum detection based on FezO4-poly(allylamine
hydrochloride) composite. 2013. 115f. Dissertation (Master). Universidade

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

In this work we describe a new DNA biosensor for the detection of toxigenic
Penicillium sclerotigenum applied to pure culture or infected yams. The P.
sclerotigenum detection takes place on a self-assembled monolayer of a
(magnetite)/(poly(allylamine hydrochloride)) (Fe3zO4-PAH) composite that
serves as an anchoring layer for the DNA hybridization interaction. Electrical
impedance spectroscopy (EIS) was used to evaluate and quantify the
hybridization degree. The FezO4-PAH composite is a good platform for the
immobilization of biomolecules, due to the presence of many possible
binding sites for nucleotides and to its large surface-to-volume ratio and
good biocompatibility. The biosensor was capable qualitatively detecting the
presence of the fungus genome at low concentrations, but also an increased
impedimetric response when the electrical resistance was monitored along
the time of exposure, showing that the system can quantitatively evaluate
the fungus genome. A Fe3zO4-PAH-probe biosensor would require only small
volumes and low concentrations of the analyte when used, for instance, in
detecting P. sclerotigenum contamination of food. Therefore, the obtained

biosensor demonstrates high selectivity, specificity and reproducibility.

Keywords: Impedance spectroscopy; Penicillium sclerotigenum; Magnetic

nanoparticles; Composite; Biosensor.
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SILVA, G.J.L.

1 INTRODUCAO

As alteracbes nas propriedades nutricionais e sensoriais de alimentos
contaminados por fungos representam um grande problema para inddstria
de alimentos e salde publica, especialmente para fungos toxigénicos com
potencial carcinogénico (SENEVAJSOVA et al.,, 2010). O Penicillium
sclerotigenum é um fungo fitopatogénico e toxigénico, causador da doenca
podriddo-verde em inhame, sendo responsével por grandes perdas na
agricultura, além de ser capaz de produzir a patulina (Ptn) (FRISVAD E
SAMSON, 2004; OLIVEIRA et al., 2007). A patulina é uma micotoxina (Mtx)

mutagénica, imunotoxica e genotoxica.

Atualmente, a deteccdo de fungos em alimentos é realizada por meio
da contagem-padré&o em placas (CPP) de bolores e leveduras e a deteccgao de
micotoxinas ocorre por meio de técnicas, cromatografia em camada delgada
(CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Entretanto, o CPP
demanda tempo necessario ao crescimento da cultura, técnicos
especializados, apresentam baixa especificidade, precisao e
reprodutibilidade. Os métodos de CCD e CLAE exigem extrema limpeza dos
extratos alimentares para andlise, reagentes com alto grau de pureza e
muitas vezes toxicos, grande quantidade de reagentes, alto custo de
instrumentacdo/manutencdo e supervisdo de técnicos especializados,
impossibilitando uma anélise rapida e eficaz das amostras contaminadas por
micotoxinas. Consequentemente é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novos produtos tecnoldgicos voltados para a deteccdo de
fungos toxigénicos em alimentos que superem as limitagdes das técnicas

existentes.

Um biossensor impedimétrico possui 0s requisitos necessarios para o
desenvolvimento de um novo método de deteccdo de cepas toxigénicas de P.
sclerotigenum devido as suas caracteristicas de elevada sensibilidade. Em
geral os biossensores impedimétricos sdo confiaveis, rapidos, sensiveis,
simples e com possibilidade de superacgéo das limitacdes das técnicas atuais.

Para construcdo de sistemas biossensiveis é importante a utilizacdo de
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materiais que melhorem a resposta fisica (elétrica, optica ou piezoelétrica) e
apresentem excelente biocompatibilidade. Em adigdo, nanoestruturas
hibridas formadas pela associagdo de nanoparticulas magnéticas e
hidrocloreto de poli(alilamina) (HPA) podem ser utilizadas com esta
finalidade. Desta forma, particulas magnéticas, como por exemplo,
nanoparticulas de 6xido de ferro (NPsFe304) e o HPA foram utilizados como
alvo de estudo para a imobilizagdo de biomoléculas devido as suas
propriedades, como, biocompatilidade, véarios sitios de ligacdo para
nucleotideos, aumento da &rea superficial, os quais sdo elementos essenciais
para o desenvolvimento de genossensores (sistemas biossensiveis associados

ao uso de oligonucleotideos).

Desta forma, neste trabalho desenvolveu-se um Dbiossensor
nanoestruturado para avaliou-se a interacdo de material genético de P.
sclerotigenum em  superficies modificadas de HPA-NPsFeszOs. E,
posteriormente, avaliar a deteccdo do P. sclerotigenum em culturas puras e
de inhame contaminado (podrid&o-verde) por meio de técnicas elétricas. O
genossensor desenvolvido neste trabalho apresentou uma alta sensibilidade,
utilizacdo de pequenos volumes (2uL) e baixas concentracdes (pg/ulL). Além
disso, pode-se destacar a seletividade e rapidez do teste, representando uma
excelente ferramenta para deteccdo de fungos quando comparado aos

métodos atuais utilizados na rotina da inddstria alimenticia.

Este trabalho estd estruturado em nove topicos e um apéndice, como

seguem:

No primeiro topico foi apresentada a introdug¢do sobre o trabalho,
destacando a importancia do controle de qualidade de alimentos e a
necessidade do desenvolvimento de novos dispositivos de deteccdo de fungos
e toxinas em alimentos. O segundo refere-se a revisdo da literatura sobre
inhame, o género Penicillium, a espécie Penicillium sclerotigenum,
micotoxinas, a micotoxina patulina, métodos de deteccéo e identificacdo de
fungos, biossensores, compodsitos, espectroscopia de impedéancia elétrica e

7

microscopia atomica. No terceiro € apresentada a justificativa para o
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desenvolvimento do trabalho. Em seguida sao descritos os objetivos gerais e
especificos da dissertacdo e é apresentada a metodologia utilizada para o
desenvolvimento da pesquisa. Posteriormente, os resultados e as respectivas
discussdes séo descritos, seguidos das conclusfes e as perspectivas futuras
deste estudo. E, finalmente as referéncias bibliograficas utilizadas no
desenvolvimento deste documento. No apéndice consta a carta de aceite e a
versdo do artigo aceito para publicagdo na revista Journal of Colloid &

Interface Science.

17
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Inhame

O nome inhame surgiu a partir das palavras “niam” do dialeto Mande
ou de “en yame” do Temme, sendo esses termos adaptados para o portugués

e entdo derivado a palavra inhame (ADESUYI, 1997).

O inhame (Dioscorea spp.) € uma monocotiledbnia pertencente a
familia Dioscoreaceae, cujo 6rgdo de reserva é conhecido como tubera, que
pode ser utilizada para o plantio (semente) ou consumo, sendo o principal
componente de armazenamento o polissacarideo, amido. O cultivo tipo
tubera ocorre principalmente na Asia, Africa, México, Caribe e América do
Sul, onde o Brasil € o maior produtor, sendo a sua producédo centralizada na
regido nordeste (~90%) com os principais campos de cultivo localizados na
Paraiba e Pernambuco, primeiro e segundo maiores produtores do pais,
respectivamente (SANTOS, 1996; OLIVEIRA, 2005).

O cultivo do inhame ocorre em periferias de florestas imidas, em solos
de textura arenosa, suficientemente profundo bem drenados e arejados,
férteis, ricos em matéria organica, com pH entre 5,5 a 6,0 (SANTOS, 1996).
O ciclo do inhame é anual e sendo produzidos dois tipos de tuberas, como
seguem: i) as comerciais, que sdo colhidas apds cinco a seis meses de
plantio; e, ii) as sementes, que sdo colhidas trés meses apds as tuberas
comerciais (SILVA, 1965), também conhecidas pelos agricultores do nordeste
como mamas. Esse produto agricola possui um apreciavel valor comercial no
mercado interno e externo, representando um alimento rico em carboidratos,
especialmente amido, sais minerais e vitaminas do complexo B (SILVA,
1965).

No Brasil hd duas espécies de inhame, a Dioscorea cayennensis e a
Dioscorea alata, as quais sao as mais comercializadas para alimentacé&o
humana. A Dioscorea cayennensis possui apenas uma Unica variedade que é
conhecida como inhame da costa, sendo a preferida para o0 consumo no

18
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Nordeste do pais e praticamente a Unica nos programas de exportacdo. A
maior parte da producéo deste inhame é destinada ao comércio interno e a
outra parte, de melhor qualidade, para a exportacdo, sendo os Estados
Unidos, Reino Unido, Paises Baixos, Canadad e Franca o0s principais
compradores (MESQUITA, 2002).

O Inhame S&o Tomé e Nambu sdo as duas variedades da espécie
Dioscorea alata mais difundidas na regido nordeste e bem aceitas como
alimento. Entretanto, por serem altamente suscetiveis a doenca requeima
das folhas, de alta severidade e etiologia ainda desconhecida, sdo pouco

cultivadas na Paraiba e em Pernambuco.

Na industrializagéo a farinha de inhame da costa pode ser aproveitada
no preparo de farinhas mistas panificaveis, numa proporgédo de até 50% de
mistura com farinha de trigo, sem que ocorram alteragdes das propriedades
organolépticas e de panificacdo (CAMARA FILHO et al, 1967).

A cadeia produtiva do inhame ainda representa uma atividade agricola
familiar, promovendo a geracdo de renda e empregos numa faixa de
aproximadamente 1,25 homem/hectare/ano (SANTOS, 2002). Além disso,
envolve outros setores como o0 armazenamento, transporte e comercializagao,
representando um produto de grande importancia econémica e social para o
desenvolvimento da regi&do (OLIVEIRA, 2007).

Entretanto, o cultivo e comercializacdo do inhame tém sido afetados
por um grande problema fitossanitario denominada de podriddo-verde (Fig.
1), que restringe o comércio exportador do inhame da costa. Esta é uma
doenca fungica, de alta severidade, causada pelo Penicillium sclerotigenum e
gue promove deterioracdo das tuberas durante o armazenamento e
transporte (OLIVEIRA, 2007).

Essa doenca foi descrita no Brasil por Moura et al. em 1976 em
Pernambuco, quando na ocasiao foi criada a denominacéo podridao-verde. A
podriddo-verde é um problema de pés-colheita, resultando em grandes

perdas durante o transporte e armazenamento das tuberas comerciais e
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sementes. As perdas causadas sdo permanentes e a doenga ocorre sempre
em altos indices de incidéncia e severidade, principalmente em épocas
chuvosas, devido a grande umidade existente nos armazéns. Perdas também
ocorrem nos pordes de navios, causadas pelas longas travessias durante o
processo de exportacdo (MOURA, 2005).

Figura 1 - Inhame da espécie Dioscorea alata com a doenca podridao-verde.
Fonte: Oliveira, 2006.

De modo geral o desenvolvimento da doenca inicia-se com a
penetracdo do fungo através de ferimentos presentes no inhame, produzidos
durante a colheita e/ou limpeza das tdberas e também como resultado do
parasitismo por vermes, os fitonematoides. O primeiro sintoma perceptivo é
uma pequena mancha Uumida, originando uma lesdo profunda, de coloracéo
marrom, sobre a qual se observa uma camada de micélio, de cor verde
acinzentado, formada por conidiéforos que é uma estrutura microscopica
responsavel por produzir esporos assexuais, 0s conidios do fungo.

Posteriormente, tem inicio a saprogénese, onde o P. sclerotigenum produz
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grande quantidade de estrutura de resisténcia denominadas de esclerdcios,
dentro dos tecidos colonizados, uma das principais caracteristicas da espécie
(SANTOS, 1996). A doenca torna a tubera comercial impropria para consumo
e nas sementes a brotagdo é comprometida, ocasionando falhas no plantio
(MOURA et al., 1976). O fungo dissemina-se facilmente de um tubera para
outra durante o armazenamento e/ou através do contato direto. Os
ferimentos que s&o causados durante os processos de colheita, transporte e
embalagem ou por contaminagédo prévia por fitonematoides predispéem o
inhame sadio a contrair a doenca através do contato com os inhames
contaminados. Fatores como condicdes de armazenamento, altas
temperaturas, umidade, pouca ventilagdo e baixa umidade favorecem o
desenvolvimento da doenca. Além disso, areas de armazenamento infestadas

séo focos de disseminacéo do fungo (ALVES, 2002).

Vale a pena destacar que outras espécies de Penicillium podem causar
podriddo-verde, mas no Brasil at¢é o momento ha a ocorréncia apenas do

Penicillium sclerotigenum (Oliveira, 2007).

2.2 Penicillium

O género Penicillium foi descrito pela primeira vez em 1809 por Link.
Este género pertence a familia Trichocomaceae e se caracteriza por produzir
conidios em cadeias em uma estrutura ramificadas chamadas de fialides,
com os conidioforos apresentado morfologia semelhante a um pincel (Fig. 2).
O género Penicillium esta subdividido em subgéneros conforme a morfologia
do conidioéforo e a velocidade de crescimento, os quais sado Aspergilloides
(monoverticulados), Biverticillium (biverticulados), Furcatum (biverticulados e
o Penicillium (triverticulados) (FRISVAD e SAMSON, 2004).

Atualmente no subgénero Penicillium s&o aceitas 58 espécies,
formando seis secbes fenotipicamente distintas e 17 séries (FRISVAD e
SAMSON, 2004) (Tabela 1). Essa classificacéo foi proposta por FRISVAD e

SAMSON (2004) é a atualmente a mais aceita. Esta proposta leva em
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consideracdo as caracteristicas micro e macro-morfoldgicas, fisiologicas,
nutricionais, analise de metabdlitos secundarios e micotoxinas. A andlise de
todos esses parametros importante na identificacdo e confirmagédo das

espécies.

Tabela 1. Classificacdo seccional de Penicillium subg. Penicillium.

SECAO SERIE

Coronata Olsonii

Roqueforti Roqueforti

Chrysogena
Mononematosa
Aethiopica
Chrysogena Persicina

Expansa

Urticicolae

Claviformia
Penicillium Italica
Gladioli

Digitata Digitata

Viridicata
Corymbifera
Verrucosa
Viridicata Camemberti
Solita

Fonte: Adaptada de Frisvad e Samson, 2004.

As espécies do género Penicillium possuem ampla distribuicdo na
natureza e se desenvolvem nos mais diversos substratos. Esses micro-
organismos sintetizam varios metabdlitos secundéarios, tais como
antibidticos, antioxidantes, anticancerigenos, inseticidas, herbicidas,
enzimas, fungicidas e micotoxinas. Desta forma, as espécies do género
Penicillium s&o uma fonte potencial de estudo como, por exemplo, o P.
sclerotigenum que é um fungo toxigénico, capaz de sintetizar dentre varios

metabdlicos secundarios uma micotoxina altamente téxica, a patulina.
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Em adicdo, a contaminacdo do inhame pode ocorrer por varias
espécies de Penicillium que causam podriddo-verde, como por exemplo, P.

chrysogenum, P. oxalicum, P. italicum e P. expansum (OKIGBO, 2004).

2.3 Penicillium sclerotigenum

P. sclerotigenum (Fig. 2) foi descrito pela primeira vez no Japao por
Yamamoto et al. em 1955 (YAMAMOTO et al. 1955), sendo descrito
morfologicamente em Pernambuco, Brasil no ano de 1976 por Moura et al. A
primeira citacdo desse fungo em manuais para identificacdo de espécies de
Penicillium aconteceu em 1979.

Conidioforo

Figura 2 — Penicillium sclerotigenum. Fonte: Oliveira, 2006.

A descri¢cdo mais completa do fungo foi publicada em 2004 por Frisvad
e Samson (Tabela 2). Esse estudo além de fornecer dados morfolégicos,
apresentou outras informacdes importantes sobre o P. sclerotigenum, tais
como producao e identificagcdo de metabdlitos secundarios e sequenciamento

do gene da B-tubulina. Esse gene codifica a proteina B-tubulina que é
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responsavel pela formagédo do citoesqueleto e apresenta participacdo em
varios processos celulares como a motilidade celular, transporte
citoplasmaético e divisdo celular. A sequéncia de nucleotideos desse gene é
importante na diferenciacdo entre espécies e subgrupos dentro de uma
mesma espécie (BANKE et al, 2004).

As culturas puras do fungo mostram col6nias de crescimento rapido,
com micélio denso, verde acinzentado e depois cinéreo-olivaceo, com éarea
sub-marginal com ou sem exsudatos transparentes, produzindo abundantes
esclerécios globosos e marrons; difundindo pigmento no meio; conidiéforos
frouxos oriundos do micélio aéreo, septados, formando pincéis bi ou
triverticilados; cada verticilio com 2 a 5 metulas e em cada metula, fialides

com conidios em cadeia, elipsoides e palidos (MOURA et al.; 1976).

Conforme apresentado anteriormente, o P. sclerotigenum é responsavel
por causar uma doenca fungica de grande importadncia econdémica em
inhames, a podridao-verde. Essa espécie de Penicillium é capaz de produzir
diversos metabolitos secundérios com atividade antimicrobiana. Em seus
estudos Clarke e Mckenzie (1967) identificaram a producao de griseofulvina
em extratos de micélio de isolados desse fungo. Em adicédo, a griseofulvina é
uma substancia antifungica que apresenta acdo fungistatica através da
atuacdo no sistema microtubular dos fungos, entretanto hoje em dia é

considerada uma substancia téxica ao homem e ndo é mais utilizada.
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Tabela 2- Classificacao taxonémica do P. sclerotigenum.

Classificacdo taxondmica

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Subfilo Pezizomycotina
Classe Eurotimycetes
Subclasse Eurotiomycetidae
Ordem Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Espécie Penicillium sclerotigenum

Fonte: Adaptado de IMA, 2012

Penicillium sclerotigenum também é capaz de produzir roquefortina C e
D e gregatinas as duas primeiras sdo moléculas originadas de triptofano,
histidina e terpeno (DMA-dimetialil), que apresentam potencial farmacéutico
com atividade antibidética e podem ser neurotdxicas (FRISVAD e
FILTENBORG, 1990), as gregatinas sdo moléculas fitotoxicas e com potencial
acao antibidtica (SAMSON et al., 2004).

Joshi et al. (1999) identificaram a producdo de esclerotigenina por
isolados de P. sclerotigenum, sendo esta substéncia classificada como
benzodiazepina com atividade inseticida. Além de substancias que possuem

acao farmacologica, o P. sclerotigenum produz a micotoxina patulina.
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2.4 Micotoxinas

O termo micotoxinas é derivado da palavra grega “mykes” que
significa fungo e do latim “toxican” que significa toxinas. As micotoxinas sdo

metabdlitos secundarios produzidos por um grande namero de fungos.

As principais micotoxinas sao divididas em Aflatoxinas produzidas por
fungos do género Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus; Ocraxotinas
produzidas pelo A. ochraceus e vérias espécies do género Penicillium;
Fusariotoxinas (tricotecenos, zearalenona, fumosinas) produzidas por
diversas espécies de Fusarium e a Patulina produzida por espécies dos
géneros Penicillium, Aspergillus e Biossochlamys (DILKIN, 2002; PATERSON
et al, 2004).

Essas substancias toxicas podem ser produzidas pelos fungos que
contaminam os alimentos durante toda a cadeia produtiva, levando a
grandes perdas para a agricultura. Estima-se que cerca de 25% de todos os
produtos agricolas e graos produzidos no mundo sao perdidos por causa de
contaminagao por Mtx (BENETT e KLICH, 2003; LAWLOR e LYNCH, 2001).
Através da ingestdo de alimentos contaminados, homens e animais podem
ser contaminados e desenvolver uma série de danos a saude como, por
exemplo, cancer, mutagfes, nefropatias, diminuicdo ou até mesmo inibigcéo
da fertilidade, além de poder levar a morte, sendo essas doencas
denominadas micotoxicoses. Esses efeitos dependem da dose e da frequéncia
de ingestao da Mtx apresentando-se de forma aguda devido ao consumo de
doses elevadas ou subaguda resultado de doses menores (BENNETT e
KLICH, 2003; MURPHY et al., 2006; SHEPHARD, 2008). A Organizacdo das
Nacbes Unidas estima que 40% da reducdo na expectativa de vida em paises
pobres esta relacionada com a presenca de Mtxs nas dietas destas
populacdes (KAWASHIMA, 2004). Portanto, Mtxs representam um enorme

problema para economia e a sadde publica.
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2.4.1 Patulina

A patulina foi isolada pela primeira vez por Birkinshaw et al. em 1943
a partir do Penicillium griseofulvum e Penicillium expansum. A patulina é
produzida por algumas espécies de fungos dos géneros Penicillium,
Aspergillus e Byssochlamys. As espécies de Penicillium que ja foram
identificadas como produtoras de patulina sao: P. carneum, P. clavigerum, P.
concentricum, P. coprobium, P. dipodomyicola, P. expansum, P. glandicola, P.
gladioli, P. griseofulvum, P. marinum, P. paneum, P. sclerotigenum e P.
vulpinum (FRISVAD et al., 2004).

A patulina (4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-ona) (Fig. 3) é uma
micotoxina termo-resistente caracterizada como uma lactona de formula
C7HsO4 e peso molecular 154,12 Daltons. Apresenta estabilidade em &cidos
diluidos e resistente a temperatura de 125 °C na faixa de pH entre 3,5 e 5,5.
Apresenta absorcdo UV maxima 256,5 nm e solubilidade em agua e
solventes organicos com excecdo de benzeno e éter de petroleo (NIELSEN et
al., 2003; MOAKE et al., 2005).

0
0 ——

OH

Figura 3 — Estrutura quimica da patulina.
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2.4.1.1 Sintese da Patulina

A via biossintética da patulina envolve 10 rea¢des bioquimicas, 15
enzimas e alguns co-metabdlitos (Fig. 4) (PUEL e OSWALD, 2010). O
primeiro passo da sintese é a formacao do acido 6-metilsalicilico (6MSA) por
meio da condensacdo de uma molécula de acetil-CoA e trés unidades de
malonil-CoA pela agdo da enzima 6-metil salicilico sintetase. O proximo
passo é a coversdo do 6MSA por meio da enzima 6-metil salicilico
descarboxilase em m-cresol. Posteriormente, a atuagdo da m-cresol 2-
hidroxilase transforma o m-cresol em alcool m-hidroxibenzil (composto
intermediario da via biossintética da patulina) ou toluquiol (co-metabdlito).
Na proxima reagdo o alcool m-hidroxibenzil origina o alcool gentisil e este por
hidroxilacdo forma o gentisil aldeido ou filostina. O gentisil aldeido é
transformado em isoepoxidon pela isoepoxidon dehidrogenase (IDH).
Isoepoxidon é convertido em filostina, neopatulina, ascladiol e finalmente em
Patulina (MOAKE et al., 2005; PUEL e OSWALD, 2010).

Um passo chave na sintese na micotoxina é a conversdo do
isoepoxidon em fillostina catalizada pela IDH. Em 2000, Paterson et al.
descreveram uma sequéncia curta de nucleotideos (primer) para o gene idh
da enzima IDH da via metabodlica de sintese da patulina em Penicillium
expansum. O gene idh codificada a IDH e sua presenca esta corelacionada a
producéo de patulina (PATERSON, 2006). Dessa forma, o gene idh pode ser
utilizado para triagem de fungos toxigénicos e no desenvolvimento de novos

dispositivos para deteccao de fungos.
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Figura 4 — Esquema da biossintese da patulina. Fonte: Puel e Olwald, 2010.

2.4.1.2 Toxicologia

Apé6s o isolamento da patulina varios estudos foram realizados para
descobrir se esta molécula apresentava alguma atividade bioldgica.
Observou-se que a substancia possuia atividade antibiética (atuando em
mais de 75 tipos de bactérias), antifungica, antiviral e antiprotozoarica.
Ainda na década de 40, foi sugerida a utilizacdo da patulina no tratamento
de congestdo nasal e constipacdo. Durante a década de 50 foi comprovado
gue a patulina era toxica a plantas e animais, sendo classificada em 1960
como Mtx (MOAKE et al., 2005; KUMAR et al., 2008) e portanto ndo mais

utilizada no tratamento dessas patologias.

A patulina é encontrada com frequéncia em sucos de frutas

principalmente maca e péssego, trigo, p6 de cacau, queijo, salame, feijao,
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soja, milho, cevada, presunto, amendoim, plantas forrageiras e silagem. A
producéo de patulina pelo fungo ocorre nas partes danificadas do fruto,
sendo que a intensidade de difusdo desta micotoxina é de 2 cm em direcdo
ao tecido sadio em maga (RYCHLIK e SCHIEBERLE, 2001).

Diversos estudos tém sido realizados e os resultados demonstraram
gue a patulina é mutagénica e apresenta efeito neurotdéxico, imunotoxico,
genotoxico e gastrointestinal (HOPKINS, 1993). A patulina afeta
principalmente 6rgdos com um maior suprimento sanguineo, como o
cérebro, figado e rins (BENETT e KLICH, 2003).

A dupla ligagao presente no anel lactona pode apresentar a capacidade
de interagir com &cidos nucleicos afetando a transcricdo génica e a sintese
de biomoléculas (MOULE e HATEY, 1977; HATEZ e GAYE, 1978; MIURA,
HASUMI e HENDO, 1993; ARAFAT e MUSA, 1995). Em camundongos a
dose de letalidade (DL50) varia de 5 a 30 mg/Kg de peso corporeo
(BOONZAAIJER et al.,, 2005).

2.4.1.3 Regulamentagao para Patulina

Tendo em vista o grande potencial da patulina em causar danos a
saude, alguns paises decidiram estabelecer o limite maximo da micotoxina

em alimentos (Tabela 3).

Um documento publicado pelo érgdo de vigilancia de alimentos e
medicamentos (Food and Drug Administration - FDA) dos Estados Unidos
intitulado como “The Draf Guidance Document of FDA Components and
Industry on Apple Juice and Apple Juice Products” estabeleceu como 50 pg/L
o nivel maximo aceitavel de patulina em sucos de maca e derivados. Ja a
Unido Européia adota este limite e também 25 png/Kg em compotas e purés
de macd e 10 pg/Kg para produtos destinados ao consumo de criangas
(WHO, 1995; The Commission of the European Communities, 2006).
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Tabela 3 - Limites maximos permitidos de patulina em diversos paises.

Pais Tipo de Alimento Limite
Uruguai Suco de frutas 50 png/Kg
Estados Unidos Sucos de maga e 50 ug/Kg
produtos de suco de
maca
Suica Suco de frutas 50 ng/Kg
Israel Suco de maga 50 ug/Kg
Franca Suco de magé e 50 ng/Kg
produtos derivados
Italia Sucos e frutas 50 ug/Kg
Grécia Café cru, suco e 50 ng/Kg
produtos de macéa
Noruega Suco de maga 50 ug/Kg
concentrado
Suécia Suco de frutas 50 ug/Kg
Finlandia Todos os alimentos 50 ug/Kg
Todos os alimentos 50 ug/Kg
Roménia _
Racbes 30 ng/Kg
Todos os alimentos 50 ppb
Alimentos para 30 ppb
Republica Tcheca criancas
Alimentos infantis 20 ppb
Brasil Suco e polpas de maca 50 png/Kg

Adaptado de Fonseca (2012).

Até recentemente o Brasil ndo possuia uma legislacdo prépria sobre os
limites maximos de micotoxinas tolerados nos alimentos (NUNES, 2008). Em
2011, a Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
aprovou o0 Regulamento Técnico sobre limites maximos tolerados de
micotoxinas em alimentos, a resolugéo - RDC n° 7, de 18 de fevereiro de
2011. Nesse documento fica disposto o limite maximo de 50 pg/Kg de

patulina permitido para sucos e polpas de maga (ANVISA, 2011).
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Atualmente, a deteccao de fungos em alimentos € realizada por meio
da CPP de bolores e leveduras e a deteccdo de Mtx ocorre por meio de
técnicas analiticas convencionais de quimica, tais como, Cromatografia em
Camada Delgada e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia as quais séo
aceitas e validadas para analises em alimentos. Considerando a dificuldade
de métodos de identificacdo de fungos toxigénicos e micotoxinas com
caracteristicas que agreguem especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade,
rapidez, praticidade e facil interpretacdo, surgiram os biossensores, como
excelente alternativa tanto para detecgcédo de fungos toxigénicos bem como

para a prépria toxina no alimento.

2.5 Métodos de identificacdo e deteccdo de fungos toxigénicos em alimentos

A deteccdo e identificacdo de fungos séo realizadas através da
utilizacdo de métodos convencionais baseados em meio de cultura, analises
macroscopicas, microscopicas e bioquimicas (MEIRELLES, 2006;
WENGENACK E BINNICKER, 2009). Os métodos macroscopicos e
microscopicos avaliam as caracteristicas morfoloégicas das estruturas
reprodutivas dos fungos (esporos), enquanto os bioquimicos a producédo de
metabdlitos secundarios, andélise de quitina e ergosterol. Na analise da
colénia sdo observadas caracteristicas tais como, cor, textura, superficie,
pigmento difusivel no meio de cultura, além da velocidade de crescimento do
fungo. Na microscopia séo observadas as estrutura que compdem o fungo
tais como, hifas hialinas (translicidas, assumem a cor do pigmento
utilizado) ou demécia (fungo negro que possui pigmento melandide),
septadas ou asseptadas, forma, disposi¢cao, tamanho e formacédo dos
esporos. Um fator importante na identificagcdo dos fungos é a definicdo do
género e da espécie e a metodologia convecional as vezes ndo permite a
classificacdo para espécies proximas. Dessa forma, é possivel visualizar que
a identificagcdo utilizando os métodos classicos exige técnicos com
experiéncia, demandam tempo, apresentam baixa especificidade, preciséo e
reprodutibilidade (MEIRELLES, 2006; WENGENACK e BINNICKER, 2009).
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Os imunoensaios tornaram-se uma ferramenta analitica alternativa na
andlise de fungos em alimentos, destacando-se 0 ensaio imunoenzimatico
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Esta técnica é desenvolvida
em microplacas contendo varios pocos onde sédo depositados 0s reagentes e
baseia-se na interacdo antigeno-anticorpo. A reacdo ocorre por meio da
identificacdo de anticorpos e/ou antigenos através de anticorpos marcados
com uma enzima, de maneira que o substrato sofre uma reagdo enzimatica
qgue resulta numa de cor do cromégeno. O produto da reacdo, além de
colorido, é insolavel para nédo difundir do local da formacdo. Os
imunoensaios constituem técnicas bioanalitica aplicaveis em diversas areas
da ciéncia de alimentos, incluindo analise microbioldgica, nutricdo, controle
de qualidade e de processo (FRANK, 2004). Os ensaios utilizando
exoantigenos sao os mais empregados na deteccao e identificacdo de fungos
toxigénicos. Os exoantigenos sdo macromoléculas imunogénicas produzidas
por fungos durante o seu desenvolvimento e secretadas no meio de cultura.
No entanto, o custo do desenvolvimento de um ensaio imunoquimico é
elevado e existe a possibilidade de reagdo cruzada com exoantigenos
produzido por outros fungos (KAUFLMAN, 1987).

Atualmente existe uma tendéncia na utilizacdo de diversas técnicas
moleculares tais como, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH), DNA array para detectar e identificar espécies de
fungos, entretanto, estes sdo métodos utilizados apenas na pesquisa
(WENGENACK E BINNICKER, 2009). A técnica de PCR consiste na
amplificacdo seletiva de sequéncias de DNA de comprimento definido. Para a
obtencao das fitas de DNA sdo necessarias quatro etapas: 1) extracdo do
DNA gue contem a regidao a ser amplificada; 2) escolha do segmento a ser
amplificado e obtencdo dos primers especificos para o reconhecimento do
segmento; 3) amplificagdo que dara origem a varias copias, nessa etapa €
utilizada um termociclador; 4) leitura do produto amplificado através de
eletroforese e coloracdo (FUNGARO, 2000).

FISH é um método que utiliza um microscopio de epifluorescéncia

para deteccdo de sondas ligadas a molécula de DNA ou RNA. A técnica
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permite visualizar a localizagdo precisa de sequéncias particulares de DNA
ou RNA no citoplasma, organelas ou nucleos de materiais biologicos. Esse
processo envolve a preparagdo das amostras e marcagao de uma sequéncia
de &cido nucleico com um composto fluorescente para formar uma sonda. A
sonda é hibridada com o DNA ou RNA do material biolégico formando um
duplex e posteriormente os sitios de hibridacdo séo detectados e visualizados
com o auxilio de um microscopio de epifluorescéncia (WENGENACK E
BINNICKER, 2009).

O ensaio de DNA (do inglés DNA array) é uma técnica baseada na
hibridacdo de regibes de interesse do genoma amplificado e marcado para
imobilizacdo de fitas de oligonucleotideos sob uma plataforma sdlida. As
copias das regides do gene alvo, sdo amplificadas por PCR e marcadas com
digoxigenina e submetida ao processo de hibridacdo, um resultado positivo
gera um sinal quimioluminescente que pode ser detectado por filme de raios-
X ou uma camera digital em salas escuras e as imagens capturadas séo
analisadas por um programa de computador (PETERSON et al.,, 2000;
WENGENACK e BINNICKER, 2009).

Os métodos moleculares embora sejam répidos e apresentem boa
especificidade, exigem suporte de alta tecnologia, pessoal qualificado,

demandam tempo e possuem alto custo (TSUI et al., 2011).

Desta forma, é imprescindivel o desenvolvimento de novas técnicas de
deteccao e identificacdo de fungos toxigénicos em alimentos que superem as
limitacbes dos métodos atuais. Em adigcdo, para a geracdo destes novos
produtos tecnolégicos devem ser observadas algumas variaveis, tais como,
rapidez, especificidade, reprodutibilidade e excelente sensibilidade. Portanto,

0s biossensores vém se tornando um tema estratégico.
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2.6 Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que incorporam um
elemento de reconhecimento biolégico ou biomimético conectado a um
transdutor. O elemento sensor é capaz de detectar a presenca, a atividade ou
a concentracdo da amostra em analise (D’'ORAZIO, 2003). Esta camada
sensora pode ser um micro-organismo, um anticorpo, oligonucleotideos,
lectinas, enzimas, aptameros, polimeros de impressdo molecular - PIM
(matrizes sintetizadas, que possuem a capacidade de reconhecer e interagir
com a molécula alvo) - ou qualquer outra biomolécula que possa interagir
com substrato alvo (D’'ORAZIO, 2003). A escolha do material biolégico ou
biomimético é motivada pelas caracteristicas dos compostos a serem
analisados e a eleicdo do transdutor ¢é definida pelo elemento de
reconhecimento complementar, pois séo eles que determinam as alteragfes
nas propriedades fisico-quimicas provenientes do processo de

bioreconhecimento.

O principio de deteccéo é baseado na ligagcdo especifica entre o analito
e 0 elemento de reconhecimento complementar imobilizado sob um suporte
solido adequado (Fig. 5). A interacdo desses dois componentes resulta em
alteracdes de uma ou mais propriedades fisico-quimicas como alteracdes de
pH, transferéncia de elétrons, alteracdo de massa, transferéncia de calor,
liberacdo de gases ou ions especificos, essa mudancas s&do captadas e
transformadas em um sinal eletrénico mensuravel pelo transdutor. O
principal objetivo do biossensor é produzir um sinal eletrénico proporcional
a concentracdo de uma substéncia especifica ou grupo de substancias
(VELASCO-GARCIA e MOTTRAM, 2003).
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Figura 5 — Representacéo esquematica do funcionamento de um biossensor.

2.6.1 Classificagao dos sistemas de transducgéao

Os transdutores eletroquimicos sdo 0s mais antigos e comumente
utilizados (CONROQOY et al.; 2009). S&o caracterizados por sua capacidade de
mensurar as mudancgas eletroquimicas que ocorrem quando um sinal
quimico é produzido pela interacdo do sistema de reconhecimento e o
analito. Os biossensores eletroquimicos podem ser subdivididos em:
potenciométrico, amperométrico, condutimétrico e impedanciometrico. A
deteccdo utilizando biossensores amperométricos é realizada através da
mensuracdo da corrente gerada pela oxidacdo ou reducdo de espécies
eletroativas na superficie de um eletrodo de trabalho quando um potencial é
aplicado. Neste método a medida da corrente é proporcional a concentracao
das espécies em solucéo e estas por sua vez sado diretamente correlacionadas
com a do analito. No transdutor potenciométrico € mensurada a diferenca de
potencial entre dois eletrodos quando é aplicada uma corrente elétrica
constante. O condutimétrico utiliza como fonte de dados as mudancas na
condutancia entre dois eletrodos quando um potencial alternado é aplicado,
ja o impedanciométrico esta relacionada a habilidade do material sensor
detectar variacdo na impedancia do eletrodo (D’'ORAZIO, 2003; RUMAYOR,
2005; RAHAIE e KAZEMI 2010).
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Os transdutores oOpticos se baseiam nas variagbes das propriedades da
luz como consequéncia da interagéo fisico-quimica entre o analito e elemento
de bioreconhecimento, como mudangas na absorcdo, luminescéncia,
fluorescéncia, dispersdo ou indice de reflexdo (VELASCO-GARCIA e
MOTTRAM, 2003. Estes transdutores podem ser biossensores de fibra
Optica, biossensores de ressonancia de pldsmons e biossensores de ondas

evanescentes.

Os sensores de fibra Optica consistem de uma fibra optica onde em uma
das extremidades é imobilizado o elemento de reconhecimento e na outra o
elemento de detecgcéo. Neste tipo de técnica é necesséria a utilizacdo de um
marcador opticamente ativo como corantes sensiveis ao pH, a concentracéo
de oxigénio, peréxido de hidrogénio, moléculas fluorescentes e bio ou
guimioluminescentes. O mecanismo de deteccdo seria possivel através de
mudancas detectadas pelo marcador proveniente da interagédo do elemento
de reconhecimento com o analito que se propagariam ao longo da fibra
Optica para um detector (MELLO e KUBOTA, 2002; RUMAYOR et al., 2005).

A ressonadncia de plasmons de superficie € um fenémeno O6ptico que
ocorre quando a luz polarizada é dirigida de um meio de maior indice de
refracdo (prisma) para um meio de menor indice de refracdo (uma camada
metalica de ouro ou prata), que se encontra entre o prisma e a amostra. A
luz que incide sobre a interface prisma/metal modifica o plasmons da
superficie, que sdo oscilagdes coletivas dos elétrons de condugdo em um
metal, para um determinado angulo de incidéncia da luz, chamado de
angulo de ressonancia. Dessa forma, o reconhecimento do analito, provoca
alteracdes no angulo de ressonancia e essas mudancgas sdo proporcionais a
concentracéo do analito (HALL, 2002; RUMAYOR et al., 2005).

As ondas evanescentes se baseiam no fendmeno conhecido como
reflex&do interna total da fluorescéncia, que consiste na absorcéo e emisséo
de fétons. E um tipo de sensor onde a radiacdo viaja por meio de um guia de
onda por reflexdo interna total, criando um campo eletromagnético

denominado campo evanescente. Qualquer interagédo molecular que venha a
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ocorrer no campo evanescente produz alteracbes nas caracteristicas de
propagacdo da luz através da guia de ondas que pode ser medida e
relacionada com a concentracdo do analito, € importante salientar que nessa
técnica se faz necessario utilizar moléculas fluorescentes (PATEL, 2002;
RUMAYOR et al., 2005).

Os transdutores piezelétricos sao constituidos por um material
piezelétrico que pode entrar em ressonancia quando um campo elétrico
alternado é aplicado. Nesse tipo de transdutor geralmente sdo utilizados
materiais como o cristal de quartzo e a frequéncia de oscilacdo do campo é
uma funcdo da massa, ou seja, alteragdes na frequéncia de oscilagéo
ocorrem como resultado de mudancas de massa na superficie do cristal.
Portanto, quando o analito interage como elemento de reconhecimento
imobilizado na superficie do cristal promove mudancas na massa e por
consequéncia alteracdes na frequéncia de oscilagdo (CHANG et al., 2000,
TANIWAKI et al., 2006).

Os transdutores térmicos se baseiam na deteccdo do calor gerado por
meio das reacdes exotérmicas e pode ser relacionado com a concentragéo do
analito. As mudancas na temperatura sao determinadas por meio de
termoresistores de entrada e saida do dispositivo que se encontra a
biomolécula imobilizada (CHANG et al., 2000; RUMAYOR et al., 2005).

Os transdutores nanomecanicos sao constituidos por uma microplaca
de silicio, onde o elemento de reconhecimento é imobilizado na superficie.
Neste transdutor o processo de bioreconhecimento promove alteragbes na
tensdo superficial do liquido e a microplaca sofre uma resposta do tipo
nanomecanico que consiste em mudancas da deflexdo e/ou da frequéncia de
ressonancia (ALVAREZ et al., 2003; RUMAYOR et al., 2005).
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2.6.2 Classificagcao dos Biossensores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com algumas

variaveis, como seguem:

» Tipo de interacdo: os biocataliticos utilizam biocatalizadores como
enzimas, organelas, células que favorecem reagfes quimicas havendo
a formagdo de um ou mais produtos, sem que ocorra 0 consumo do
biocatalisador, que pode ser regenerado e reutilizado; e os de
bioafinidade, que sdo baseados na ligacao especifica entre o receptor e
o analito, formando um complexo entre os dois componentes. Nesse
tipo de interagcéo diferentes tipos de elementos de reconhecimento
podem ser utilizados como, lectinas, anticorpos e oligonucleotideos
(RAHAIE e KAZEMI 2010);

» Método de deteccdo: os biossensores podem ser divididos em diretos e
indiretos dependendo da técnica utilizada para detectar a interacao
entre o elemento de reconhecimento e o analito (JIMENEZ e LEON,
2009). No método indireto é realizada a deteccdo de uma substéancia
produzida através da interagdo do elemento de reconhecimento com o
analito, jA no método direto as alteracdes fisico-quimicas sdo captadas
através da ligacdo direta do elemento de reconhecimento com o

analito sem a producéo de substancias;

» Elemento de reconhecimento: célula, organela, enzima, anticorpo,
acido nucléico, tecido, aptameros, PIM, acido nucléico peptidios
(RAHAIE e KAZEMI 2010);

» Sistema de transducéo: eletroquimico (potenciométrico,
amperométrico e impedanciométrico), optico, piezelétrico,

termoelétrico, nanomecéanico (KREJCOVA et al., 2012).
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2.6.3 Técnicas para Imobilizacdo de Biomoléculas

A imobilizacdo do sensor bioldgico sob a superficie do transdutor é um
passo essencial na construcdo dos biossensores. A escolha da técnica
depende de alguns fatores como, a natureza do elemento biolégico, o tipo de
transdutor, as propriedades fisico-quimicas da substéncia e as condi¢fes de
trabalho do biossensor (RUMAYOR et al., 2005). Além disso, elas devem
possibilitar uma ligacdo estavel entre a superficie e o elemento de
reconhecimento, sem que isso interfira na atividade biologica do sistema
(TEDESCHI et al., 2003). Os métodos mais utilizados na imobilizacdo de
biomoléculas séo: adsorcéo fisica, ligacdo covalente, ligacdo cruzada (cross-
linking) e aprisionamento ou ocluséo (MELLO e KUBOTA, 2002) (Fig. 6).

ololo PYY

etrodo l Elefrodo ]

a) adsorgao b) ligagcao covalente

c) ligagao cruzada d) aprisionamento

Figura 6 — Representacdo dos métodos de imobilizacdo de biomoléculas (circulo vermelho

com letra B).
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A adsorcéo fisica € um processo onde a biomolécula é imobilizada
proxima a superficie do transdutor por meio de uma matriz. A interagéo
ocorre por meio de forgcas de Van der Waals, pontes de hidrogénio, ligagdes
ibnicas e formacgdo de sitios complexos de transferéncia de elétrons. As
matrizes utilizadas na imobilizagcdo podem ser silica gel, celulose, colageno,
hidroxiapatita e acetato. Essa técnica apresenta algumas vantagens como,
baixo custo, rapidez, simplicidade, auséncia de modificagdo da biomolécula e
possibilidade de regeneracdo da matriz. Entretanto, apresenta uma frégil
unido da biomolécula com a matriz, pois as forcas de ligacdo séo
influencidas por mudangas de pH, temperatura e forgca idnica do meio
(SOUZA, 1997; D'SOUZA, 2001).

Na técnica de ligacdo covalente a biomolécula é ligada através de
ligacdes quimicas entre os grupos funcionais da biomolécula e a matriz
suporte ou diretamente no transdutor. Nesse método geralmente s&o
utilizados filmes poliméricos os quais podem ser sintetizados por
eletropolimerizacdo através do uso de solventes organicos e altos valores de
potenciais para polimerizagao, entretanto essas condigdes podem causar
danos a biomoléculas. Para preservar a atividade catalitica e/ou de
bioreconhecimento a ligagdo covalente entre a biomolécula e o polimero
funcionalizado pode ser realizada em solugéo tampéo contendo aditivos e
estabilizantes. A técnica de ligacdo covalente apresenta algumas vantagens
como, por exemplo, baixa resisténcia difusional e estabilidade em condigces
extremas, entretanto, possui como desvantagem o fato da matriz ndo ser
regenerada (COSNIER, 1999; D'SOUZA, 2001; MELLO E KUBOTA, 2002).

O método de ligacdo cruzada utiliza para imobilizagdo da biomolécula
ao suporte s6lido um agente funcional como glutaraldeido, hexamileno di-
isocianato, 2,4 dinitro-benzeno. As vantagens dessa técnica sao estabilidade
em condi¢cdes extremas, custo moderado, a perda da atividade do
componente biolégico € minima. As desvantagens séo tratamento com
substancias quimicas téxicas, dificil controle da reacdo de imobilizacéo,
grande quantidade de biomaterial necessério para reagdo e nédo é possivel

regeneracao (GIL et al., 1999; D'SOUZA, 2001; MELLO E KUBOTA, 2002).
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No método de aprisionamento ou oclusédo a biomolécula é confinada é
uma matriz polimérica ou gel. No caso do gel a biomolécula é misturada a
um mondmero em solugéo, este ao se polimerizar em forma de gel aprisiona
a biomolécula. Nesse tipo de matriz alguns fatores difusionais, pois o
material que reveste a biomolécula pode apresentar resisténcia da molécula
alvo, dessa forma, ocorrendo impedimento estérico quando os poros da
matriz sdo menores do que a moléculas alvo. Outra forma de aprisionamento
da biomolécula em um eletrodo é através de eletrodeposi¢cdo de um polimero,
que pode ser polianilina polipirrol, entre outros juntamente com a
biomolécula em solucdo. Esse método envolve aplicacdo de um potencial
apropriado sob o eletrodo de trabalho imerso na solugdo contendo a
biomolécula e o monémero. A biomolécula é entdo aprisionada durante o
crescimento do polimero. O método de aprisionamento ou oclusdo apresenta
como vantagens, simplicidade, baixo custo, necessidade de pouca
guantidade de biomolécula ndo ocorre modificacdbes no elemento de
reconhecimento, proximidade entre o elemento de reconhecimento e o
transdutor e como desvantagens, ligacdo fragil, possibilidade de
impedimento estérico, ndo é possivel a regeneracdo (MELLO E KUBOTA,
2002; D’'SOUZA, 2001; EDSON, 2012).

2.6.4 Aplicagbes dos Biossensores

O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lyons em 1962 e
consistia na enzima glicose oxidase imobilizada em uma membrana de
acrilamida sob a superficie de um eletrodo de platina amperométrico para
medir a pressdo de oxigénio. O processo de reconhecimento utilizado por
este biossensor conhecido como “eletrodo enzima”, ocorre através da
oxidacéo da D-glicose em D-glucono-6-lactona (4cido glutdmico) pela acdo da
enzima glicose oxidase, como consequéncia ocorre consumo de oxigénio que
€ proporcional & concentracdo do substrato, ou seja, € determinada a
guantidade de glicose. Este biossensor comegou a ser comercializado a partir
de 1975 pela Yellow Springs Instrument Company (RUMAYOR, 2005).
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No ano de 1977, foi desenvolvido o primeiro dispositivo que utilizava
como camada de reconhecimento, micro-organismos vivos imobilizados na
superficie de um eletrodo sensivel a amb6nia. O objetivo do trabalho foi
construir um sistema passivel de deteccdo do aminoécido arginina e os
criadores o denominaram de sensor bio-seletivo. Posteriormente, a
denominacdo sensor bio-seletivo foi transformado em biossensor e foi a
partir desse momento que o termo biossensor surgiu na literatura cientifica
(D’ ORAZIO, 2003).

As aplicagbes dos biossensores sdo diversas e incluem diagnosticos
clinicos, industria farmacéutica, controle ambiental para monitoramento de
substancias como fenodis, pesticidas, e metais pesados, na indudstria
alimenticia para analise de composicdo de alimentos, contaminagéo
microbiana, concentragdo de nutrientes e corantes (VELASCO-GARCIA e
MOTTRAM, 2003; ROGERS, 2006; BALLERSTADT et al., 2006; KAPPEL et
al., 2007; VALIMAA et al., 2010; MARAGOS e BUSMAN, 2010).

No diagnostico clinico podemos salientar a utilizagdo dos
genossensores, um tipo especifico de biossensor baseado em fendmenos da
guimica dos acidos nucléicos como, por exemplo, o processo de hibridagéo.
Os acidos nucléicos tém sido bastante utilizados no desenvolvimento de
biossensores para deteccdo de drogas, identificacdo de micro-organismos
patogénicos e outras substancias bioldgicas, como também no diagndstico de
doencas (ROGERS, 2006). A técnica sensorial por meio da hibridacdo
envolve a imobilizacdo de uma sonda de oligonucleotideo sobre a superficie
de um transdutor e posterior exposi¢gédo do sensor a uma amostra contendo a
sequéncia complementar (oligonucleotidio alvo) com consequente
hibridizacdo (PEJCIC e DE MARCO, 2006).

Para a melhoria da resposta eletroquimica vem sendo utilizados
diversos sistemas, principalmente possuindo nanoparticulas metalicas
presentes na camada oclusora. Desta forma, podemos destacar uma nova

classe de compostos denominados de compoésitos que atualmente tem sido
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utilizado como camada sensorial, sendo formados a partir da associacdo de

polimeros e nanoparticulas metélicas.

2.7 Compdésitos

Um material compdsito que pode ser utilizado na construgdo da
camada sensora (Fig. 5) é formado por duas ou mais fases fisica e/ou
guimicamente distintas, sendo uma continua (matriz) e a outra dispersa
(reforgco). As suas propriedades sdo obtidas por meio da combinacdo das
propriedades dos compostos individuais. A matriz € responsavel por proteger
o reforco do ambiente externo, pela distribuicdo e transferéncia da tensao
para o reforco, além disso, confere estrutura ao compésito preenchendo os
espagos vazios que ficam entre a fase dispersa. O reforgo confere rigidez e
resisténcia, € funcdo da fase dispersa realcar as propriedades mecénicas,
eletromagnéticas ou quimicas do compdédsito (FOWLER et al., 2006;
CAMPBELL, 2010).

Quando pelo menos um dos componentes do compdsito apresenta
dimensbGes em escala nanométrica, este passa a ser denominado de
nanocomposito. Os nanocompésitos podem  ser de natureza
inorganica/inorganica, organicaZorganica e inorganica/organica, sendo este
ultimo denominado de nanocompdsito hibrido por combinar as propriedade
de materiais de naturezas distintas (ESTEVES et al., 2004).

Uma das principais razdes da associacgéo de diferentes compostos para
formar um Unico material é que este novo material pode exibir propriedades
distintas daquelas que caracterizam cada um de seus componentes, como
também uma combinacdo dessas propriedades. Assim, pela adequada
combinacdo dos componentes, um compoésito pode reunir um conjunto de
propriedades convenientes e desejaveis (DE MELO e PIMENTA, 2004).

Dentre as numerosas aplicagbes dos nanocompdsitos podemos
destacar eletrbnica, dispositivos magnéticos, tintas e revestimentos,
materiais retardadores de chama, catélise, biossensores Opticos e
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eletroquimicos (JIANG e KAKKAR, 1999; BURKE et al., 2002; FLEMING et
al., 2001; HSIUE et al., 2001; GILMAN et al., 2000; GANGOPADHYAY e DE,
2000; WANG et al., 2010; XIAN et al., 2006).

Na construcdo de compdsitos diversos materiais podem ser utilizados,
dentre eles podemos destacar os polimeros, como o hidrocloreto de
poli(alilamina) (HPA), e as nanoparticulas de 6xido de ferro (NpsFez0a4) que
atuam como matriz e reforgo, respectivamente. Este compdsito de HPA-

NpsFe304 foi utilizado no presente trabalho.

O HPA é um polieletrdlito catibnico que apresenta Varios grupos
aminas ionizdveis na sua estrutura quimica, a qual estd totalmente
protonada em solugbes &cidas e neutras e parcialmente desprotonada em
solucdes ligeiramente basica. Esse polimero tem sido utilizado na construcgéo
de materiais hibridos, materiais nanoestruturados e automontados para o

desenvolvimento de biossensores (SARTORI et al, 2011).

NHz |

n

Figura 7 — Estrutura monomeérica do HPA

Outro material que tem gerado um grande interesse por apresentar
grande aplicabilidade em diversas areas da ciéncia sdo as nanoparticulas
(NPs). NPs séo particulas de dimensdes nanométricas. Esta é uma regiédo
extremamente pequena, da ordem de 1 a 100 nandometros. As NPs
apresentam uma grande area superficial e geralmente exibem propriedades
mecéanicas, Opticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas e
superficies macroscopicas (ESTEVES et al., 2004). Por apresentarem tais

propriedades as NPs facilitam a transferéncia de elétrons, podem ser
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modificadas por uma variedade de ligantes e biomoléculas e utilizadas na

construcdo de sensores quimicos e bioguimicos (WANG, 2005).

As NPsFezOs também, chamadas de magnetita, apresentam
propriedades de biocompatibilidade, aumento da &rea superficial e
superparamagnetismo (GUBIN et al, 2005). A combinagdo das NPsFezO4 com
o HPA fornece vérios sitios de ligacdo para nucleotideos, e favorece a
amplificacdo do sinal elétrico, constituindo uma plataforma adequada para
imobilizacdo de biomodleculas e consequente fabricagdo de um genossensor

para detecgcéao de fungos toxigénicos.

2.8 Espectroscopia de Impedéancia Elétrica

A espectroscopia de impedéancia elétrica (EIE) € um método efetivo para
verificar as propriedades interfaciais de uma superficie modificada e é
frequentemente utilizado no sentido de compreender transformacoes
guimicas e processos associados com os suportes condutores (DONG et al,
2001; KATZ e WILLNER, 2003). Sendo empregada como uma ferramenta de
caracterizagdo em diferentes areas como estudo de membranas, suspensoes

sanguineas, tecidos bioldgicos, sistemas coloidais e sensores.

O principio de funcionamento desta técnica envolve a aplicacdo de um
estimulo elétrico entre os eletrodos dispostos em uma amostra de interesse e
a observacdo da resposta. Onde este estimulo consiste na aplicacdo de um
pequeno potencial elétrico ou corrente sobre o sistema que esta sendo
investigado. O sistema é submetido & aplicacdo de um potencial sobre a qual
é imposta uma variacdo senoidal de potencial de pequena amplitude. Este
por sua vez causa altera¢cbes minimas no sistema, reduzindo desta forma
possiveis erros causados pela técnica de medicdo (SANTOS, 1994). Este
meétodo possibilita que o sistema seja submetido a pequenos valores de
potencial elétrico, em torno de milivolts, de forma a tornar possivel a
investigacdo de fenbmenos elétricos préximos ao estado de equilibrio. Como

ao potencial aplicado no sistema sob investigagcdo é de pequena amplitude é
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possivel empregar a técnica para a andlise de etapas de um mecanismo
reacional (MACDONALD, 1987; SLUYTERS-REHBECH, 1994; BRETT e
BRETT, 1996).

O conceito de impedancia foi inicialmente introduzido para descrever a
resposta de sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e
indutancias, estendeu-se aos sistemas elétricos, uma vez que indmeros
processos podem contribuir para a relagdo entre a corrente e o potencial do
sistema (SLUYTERS-REHBECH, 1994). A impedancia de um circuito elétrico
mede o impedimento que diferentes elementos (resistor, capacitor, indutor e
outros) que constituem um circuito elétrico podem oferecer a passagem de

corrente elétrica.

A obtencéo de informacgfes a partir dos dados de impedéancia elétrica
pode ser conduzida mediante a utilizacdo de diferentes modelos de medida
como, por exemplo, circuitos equivalentes (Fig. 8). A aplicagcdo de circuitos
equivalentes tem como fundamento as similaridades entre o comportamento
da célula elétrica e um circuito elétrico composto por resistores, capacitores

e indutores.

R i

oM~ R, —0

Figura 8 — Modelo de circuito equivalente utilizado em espectroscopia de impedéancia. Cai —
capacitancia de dupla camada elétrica; Rs - resisténcia 6hmica da solucéo; R — resisténcia

a passagem de corrente elétrica.

47



SILVA, G.J.L.

Para o circuito equivalente apresentado as componentes real (Z) e

imaginaria (Z”) da impedancia do sistema séo:

" o Cq1 R%
" 1+ 02C%R2 @)
@~Lditte
Em que, Rs (resisténcia 6hmica da solucéo), Re (resisténcia a passagem de
corrente elétrica), o (frequéncia angular) e Cq (capacitancia da dupla camada

elétrica).

Um dos circuitos equivalentes mais utilizados na area de biossensores

e que apresenta uma melhor equivaléncia com um sistema elétrico (interface

eletrodo/solucéo) é o circuito de Randles (BRETT e BRETT, 1996) (Fig. 9).

RS 1

M- g —

Figura 9 - Modelo de circuito de Randles. Cy — capacitancia de dupla camada elétrica; Rs—
resisténcia 6hmica da solucéo; R. — resisténcia a passagem de corrente elétrica, W —

impedéncia de Warburg.
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No circuito de Randles estdo presentes quatro elementos que
representam 0S processos que ocorrem nos eletrodos e na solugédo: a
capacitancia de dupla camada elétrica (Ca), que surge na interface
eletrodo/solucéo devido a distribuicdo de cargas na interface e possui um
comportamento similar a de um capacitor de placas paralelas (modelo
Helmholtz); a resisténcia 6hmica da solucédo (Rs) ao transporte de ions entre
os eletrodos; a impedancia faradaica (Z5) que pode ser subdividida em uma
resisténcia a passagem de corrente elétrica (Re), esta relacionada ao fluxo de
portadores na interface eletrodo/solucdo ou por conta do movimento de ions
na interface quando um potencial é aplicado. Outro elemento que pode ser
inserido no circuito de Randles e que é muito especifico para circuito em
biossensores é impedancia de Warburg (W) que representa a resisténcia no

transporte de massa das espécies eletroativas (BRETT e BRETT, 1996).
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Figura 10 - Representacdo da semelhanca entre um capacitor de um circuito elétrico
(modelo Helmholtz) com a interface eletrodo/solucao de uma célula elétrica.
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Os resultados de impedancia podem se ilustrados de dois modos
diferentes: através do diagrama de Nyquist (Fig.11a), no qual podem ser
observados os valores da parte capacitiva representada pela componente
imaginaria (Zim), em funcéo da parte resistiva representada pela componente
real (Zre) € 0 outro é o diagrama de Bode (Fig.11b), que descreve a relacdo de
log 1Z] (]Z], mddulo da impedéncia) e ¢ (dngulo de fase) vs logo (o -

frequéncia).

d
b
z» A IZ] = Rs + R,
pap— log |Z]
~
g S

/ \
! \

|
:(0—;-«: (l)e-(]l 5
R, R, +R, z log @

Figura 11 - Diagramas de Nyquist (a) e Bode (b). Fonte: Damos et al, 2004.

A EIE tem sido aplicada em diversos estudos, tais como cinética de
eletrodo, estudos de dupla camada, processos em baterias, investigacdo
sobre processos de corrosdo, eletroquimica em estado soélido e
bioeletroquimica (FEY et al, 2003; WANG e LI, 2001; SALKIND et al, 2003;
CHENG et al, 2002).

As aplicacdes analiticas da EIE tém sido estendidas as investigagfes
de hibridizagdo de oligdbmeros de DNA, mediante o acompanhamento de
impedancia total do sistema. Estas investigacdes s&do possiveis, pois a
impedancia total do sistema esta associada ao aumento da componente
capacitiva do sistema. Além disso, a componente capacitiva do sistema é
resultante de mudancas na densidade e mobilidade de ions associados com
a reacao de hibridizagéo (GUISEPPI-ELIE e GHEORGE, 2003).
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Os métodos elétricos oferecem varias vantagens dentre as técnicas
existentes utilizadas na construcdo de biossensores como seletividade,
especificidade, reprodutibilidade, precisdo e tempo de resposta, excelente

estabilidade quimica o que possibilita aplicacdo em diversas areas.

2.9 Microscopia de Forga Atdmica

A técnica de microscopia de forgca atdmica (AFM) foi desenvolvida em
Binning, Quate, Gerber em 1986 através de uma colaboracdo entre a
International Business Machines (IBM) e a Universidade de Stanford e
conferiu aos pesquisadores o prémio Nobel de fisica. O AFM surgiu apés a
observacao de que a ponta do cantilever do microscopio de tunelamento com
varredura exerce forgas sobre a superficie da amostra na mesma ordem das
forcas interatdbmicas (GARCIA e PEREZ, 2002; PAIVA, 2003).

O principio de funcionamento da técnica (Fig. 12) consiste na
varredura da superficie da amostra por meio de uma sonda sensivel a forga,
a qual é uma ponta de dimensdo atomica integrada a um brago em
movimento (cantilever flexivel). A medida que a ponta se aproxima da
superficie, os atomos da ponta interagem com os atomos e as moléculas da
superficie do material, causando a deflexdo do braco de AFM. Esta deflex&o
do brago de AFM é medida através da mudanca de direcdo de um feixe laser
emitido por um diodo de estado sélido e refletido pelo braco de AFM, sendo o
feixe laser refletido captado por um fotodetector. A sonda de AFM segue 0s
contornos da superficie. Durante a deslocacdo da ponta pela superficie o
computador analisa, em cada posicdo na superficie, a for¢ca de interacéo
entre a ponta de AFM e a amostra e tragca o diagrama das alturas,

construindo a topografia da amostra (HERRMANN et al., 1997).
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tubular de varredura

Figura 12 - Representacédo do principio de funcionamento do AFM. Fonte: Herrmann et al,
1997.

Para alcancar resolugdo atdmica, a ponta termina num conjunto de
atomos e a forca de atracdo ou repulsdo entre a ponta e a superficie da
amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa deflexdo é

proporcional a forca de interacao a qual é dada pela lei de Hooke:

F= —Kx (3)

sendo, F a forca de atracado, k a constante elastica da ponta que depende de
sua geometria e do material de que é constituida e x o deslocamento do
cantilever, pela deflexdo provocada pela interacdo (HOWLAND e BENATAR,
1996).
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No AFM as forcas entre a ponteira e a amostra que dependem de
diversos fatores como, por exemplo, dos materiais que compdem a amostra e
a ponteira, da distancia entre elas, da geometria da ponteira e de qualquer
tipo de contaminacdo que houver sobre a superficie da amostra (HERRMANN
et al, 1997).

Inicialmente, quando a ponteira se aproxima da amostra, ela é atraida
pela superficie, devido as forgcas atrativas existentes na regido, como as
forcas de van der Waals. Esta atragdo aumenta até determinada distancia,
acima desta os atomos ficam tdo proximos que seus orbitais eletrénicos
comecam a se repelir. Esta repulséo eletrostatica enfraquece a forca atrativa
a medida que a distancia diminui. A for¢ca anula-se quando a distancia entre
os atomos é da ordem de alguns angstroms. Quando as forgas se tornam
positivas, podemos dizer que os atomos da ponteira e da amostra estdo em
contato e as forgas repulsivas acabam por dominar (TUSSET e BALTHAZAR,
2010).

A técnica de AFM pode ser classificada em trés modos de operacao
distintos: contato, nao-contato e intermitente que referem-se
fundamentalmente a distancia mantida entre a sonda e a amostra, no
momento da varredura, e as formas de movimentar a sonda sobre a
superficie em estudo (Fig. 13). O modo contato a agulha varre a amostra
mantendo a menor distancia possivel, na faixa das distancias interatébmicas.
As forcas envolvidas sao forcas de repulsdo, sendo necessario um cuidado
grande para que a agulha ndo danifique a amostra. A técnica de ndo-contato
explora outros niveis de interacdo de forca. Neste método, a forgca entre a
sonda e a amostra € menor do que no modo contato, minimizando o contato
fisico sonda-amostra e consequentemente a deformacdo da amostra. Nesse,
modo atuam forcas de longo alcance como, Van der Waals, eletrostéatica e
forca de dipolo magnético. Diferente do modo contato, que opera por meio
das medidas de deflexdo do cantilever quasi-estatica, no modo nao-contato o
cantilever é colocado a vibrar préximo da sua frequéncia de ressonancia. No
modo contato intermitente o cantilever vibra, por intermédio de um sistema

piezoelétrico, proximo a sua frequéncia de ressonéncia, a diferenca entre
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este modo e de ndo-contato, € que no modo intermitente a agulha toca
levemente na amostra (HERRMANN et al., 1997).

Forga
Forca repulsiva

Contato |
intermitente

Distancia
Contato { separagao entre agulha e amostra)

S

N3o Contato

B
L

Forga atrativa

Figura 13 - Curva de forca em funcéo da distancia entre a sonda e a amostra. Fonte:

Herrmann et al., 1997.
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3 JUSTIFICATIVA

A deteccdo e identificacdo do P. sclerotigenum ¢é de fundamental
importancia para o controle da contaminacgdo por este fungo e da possivel
producdo da patulina em alimentos. Atualmente, a deteccdo e identificacdo
de fungos sdo realizadas basicamente através de métodos microscépicos
convencionais e bioquimicos. Esses métodos possuem baixa especificidade e

reprodutibilidade e demandam tempo e técnicos especializados.

Portanto, existe a necessidade do desenvolvimento de novos métodos
e/ou produtos tecnoldgicos que superem as limitacdes das técnicas atuais.
Sendo os biossensores impedimétricos um instrumento que tem condi¢des
de vir a ser uma proposta adequada de um teste rapido, confiavel, sensivel e
simples para deteccdo de cepas toxigénicas de P. sclerotigenum em
alimentos. Pois até o momento nao existe no mercado genossensor
disponivel para deteccdo de fungos toxigénicos em geral. Apenas pesquisas

com espécies de Aspergillus aflatoxigénicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver um biossensor impedimétrico baseado no compdsito de

naoparticulas de 6xido de ferro e hidrocloreto de poli(alilamina) (FesO4-HPA)

para detecgao de cepa toxigénica de Penicillium sclerotigenum.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar os parametros fisico-quimicos do oligonucleotideo

(primer), o qual ser& utilizado como molécula padréo;

Avaliar as caracteristicas eletroquimicas da interacdo do primer

com o sistema FezO4-HPA;

Estudar as propriedades interfaciais do sistema FesOs-HPA-primer,
bem como avaliacdo da bioatividade deste sistema frente aos
genomas do P. sclerotigenum e do inhame contaminado com P.

sclerotigenum,;

Analisar a morfologia e estrutura dos filmes de HPA, HPA-Fe3Oas-
primer e HPA-Fe3Os-primer-sequéncia  complementar  por

microscopia de forgca atémica,;

Determinar a capacitancia da dupla camada elétrica (Cq)) através de
célculos tedricos a partir de resultados experimentais e da

resisténcia a transferéncia de carga (Zre);

Utilizar a técnica de EIE para caracterizacdo da interacdo de primer
com os genomas do P. sclerotigenum e do inhame contaminado com

P. sclerotigenum.
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5 METODOLOGIA

5.1 Materiais

O FeCl3.6H20 (Synth, Brazil) e FeSO4.7H20 (Reagen, Brazil) e NH4OH
(Quimex, Brasil) foram o0s reagentes utilizados na preparagdo das
nanoparticulas magnéticas. O HPA foi obtido da Sigma Chemical (St. Louis,
USA). Todos os reagentes e solventes usados foram de grau analitico e
utilizados sem purificagdo adicional. A agua ultra pura obtida apds um
tratamento Milli-Q plus (Billerica, USA). O primer especifico e as sequéncias
do genoma complementar e do genoma nao-complementar do P.
sclerotigenum foram fornecidas pela Dra. Idjane Santana de Oliveira,
pesquisadora do Laboratério de Microbiologia e Imunologia (Centro
Académico de Vitoria). A sequéncia especifica do primer idhl utilizado no
estudo foi: 5' CAATGTGTCGTACTGTGCCC- 3.

5.2 Extracdo do DNA do Penicillium sclerotigenum e do inhame com podridéao

verde

O DNA do Penicillium sclerotigenum e do inhame contaminado com o
fungo como genoma complementar e o primer idh 1 foram utilizadas como
amostras e sistema de reconhecimento, respectivamente. Culturas puras de
um isolado de Penicillium sclerotigenum foram crescidas em meio liquido CY
e posteriormente obtido o micélio. O DNA genbémico foi extraido 0,1g de
micélio do fungo, utilizando o Kit AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep
(Axygen, USA). O mesmo kit foi empregado para extrair o DNA gendmico de
inhame naturalmente contaminado com P. sclerotigenum, para isso 0,2g de
fragmento de inhame com podridao-verde foram utilizados, seguindo o
protocolo estabelecido pelo fabricante. As amostras foram submetidas a
maceragdo em nitrogénio liqguido para obter um po6 antes da extracdo do
DNA. A amostra controle negativo de DNA foi inhame sem contaminagéo
(genoma nao-complementar).
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5.3 Preparacao das Nanoparticulas Magnéticas

As NPsFe3zOs foram preparadas via método de co-precipitagéo.
Primeiramente, um volume igual (200 mL) de solugdes aquosas de 0,1 M
FeClz.6H20 e 0,5 M FeS04.7H20 foram preparadas com agua deionizada e
transferidas para um baléo de trés bocas de fundo redondo e mantido sob
agitacdo vigorosa em atmosfera de nitrogénio por 30 min até alcancar pH de
1,7. Posteriormente, ume pequena quantidade de uma solugdo aquosa de
NHsOH de 1,5 M foi progressivamente adicionado ao baldo até tornar-se
escura e 0 pH aumentar para 8. O sistema foi entdo agitado durante 12
horas, resultando em particulas magnéticas que por fim foram separadas
por um campo magnético, centrifugacdo e lavadas com agua deionizada (DE
OLIVEIRA et al, 2008).

5.4. Preparacdo da matriz FesO4 e do sistema biossensivel

Inicialmente, o eletrodo de ouro foi limpo utilizando uma solugéao
piranha. O método sol-gel foi empregado para modificar a superficie do
eletrodo de ouro (OLIVEIRA et al., 2008). Um pequeno volume (3 mL) de uma
solugéo de 2% p/v de HPA foi misturado com 200 pL de uma solugdo aguosa
de nanoparticulas de Fe3O4 . Finalmente, 2 mL dessa mistura foi depositado

na superficie do eletrodo e deixado secar durante 30 minutos.

A imobilizacdo do oligonucleotideo foi realizada por meio da adicao de
2uL do primer (495nM) sob a superficie do eletrodo modificado com FezOa-
HPA. O processo de adsorgao ocorreu por 10 min a uma temperatura de
20°C por meio de interacdo eletrostitica entre FesOs-HPA e primer. Os
experimentos de hibridizagdo ocorreram por meio da adicdo de 2uL de
diferentes concentragdes da sequéncia do genoma do P. sclerotigenum (24,
33, 49, 99 e 196 pg/uL) sob a superficie do eletrodo modificado com Fez0s-
HPA-primer por 10 min a 20°C. Apés os procedimentos anteriores, 2 uL de
diferentes concentracdes (50, 66, 100, 200 e 400 pg/uL) do genoma de

inhame contaminado com P. sclerotigenum foram analisadas (Fig. 14).
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Figura 14 - Esquema do processo de fabricagéo do biossensor. (circulo marrom — NpsFezOa;
linha vermelha - HPA; linha verde — genoma ndo-complementar; linha amarela - genoma
complementar.
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5.5 Medidas de espectroscopia de impedéancia elétrica

As medidas de EIE foram realizadas com um analisador de impedéancia
Solartron 1260 (AMERTK, Farnborough, United Kingdom), por meio da
variagcdo nas partes real e imaginaria da impedancia. O espectro de
impedancia foi registrado numa faixa de frequéncia de 0.1 Hz - 105 Hz. A
amplitude do potencial de onda senoidal aplicado foi 700 mV. Foram
utilizados um eletrodo de ouro modificado (¢ = 2 mm) e um eletrodo de
platina como eletrodo de trabalho e auxiliar, respectivamente, durante todos
0s experimentos. As medidas de impedancia foram realizadas apds cada
etapa de modificacdo do eletrodo de trabalho. Apds cada medida foram

obtidos os diagramas de Nyquist e Bode.

5.6 Simulacéo do circuito equivalente das analises de EIE

Os gréaficos de impedéancia elétrica (diagramas de Nyquist) foram
submetidos a analise de dados através do programa EQUIVCRT (BOUKAMP,
1986), a partir do qual foram obtidas curvas tedricas referentes a cada

sistema.

5.7 Medidas de Microscopia de Forgca Atdmica

As medidas de microscopia de for¢ca atdmica (AFM) foram realizadas
com um microscopio comercial PicoPlus (Molecular Imaging, USA).
Cantilevers com uma ponta de Cr-Au (NSC18, Mikromacsch, Fo = 90 KHz,
constante nominal de mola = 5.5 N.m-1) foram utilizados para o modo. Foram
obtidas as &reas de varredura variando de 1.0 um x 1.0 um com uma
resolugéo de 512 x 512 pixels. Para reduzir erros de artefato, as imagens
foram obtidas de pelo menos duas areas separadas macroscopicamente de

cada amostra.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Andalises de EIE

EIE é uma técnica que permite a investigacdo da interacdo entre
diferentes moléculas em uma determinada interface através das mudancas
nas suas propriedades elétricas, como, por exemplo, capacitdncia e
resisténcia. Na EIE o didmetro do semicirculo corresponde a resisténcia a
passagem de corrente elétrica (Re). Dessa forma, representando uma
ferramenta atil na obtencdo de informacgdes sobre mudangas na impedancia

do eletrodo modificado durante o processo de fabricagéo do sensor.

A fig. 15a mostra o diagrama de Nyquist apds a adi¢cdo de HPA sob a
superficie do eletrodo em diferentes tempos, no intervalo de 5 a 45 min.
Podemos observar um aumento gradual da Re sob a superficie do eletrodo. A
Re é dependente do tempo de exposicdo do eletrodo a solugdo de HPA, assim
este aumento é proporcional a quantidade de material adsorvido na
superficie do eletrodo. Este comportamento indica uma cinética e adsorcéo,
por meio de uma variacdo do bloqueio a passagem de corrente na superficie
do eletrodo. Os dados da fig. 15b demonstraram que apés 30 min é possivel
observar um processo de saturacdo da resposta mensurada sob a superficie
do eletrodo. Dessa forma, 30 min foi o tempo escolhido para realizar os

experimentos neste trabalho.
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Figura 15 - Diagrama de Nyquist antes e ap6s a adi¢cdo de HPA na superficie do eletrodo de

ouro em diferentes tempos (a); Re x tempo de exposicédo de HPA (b)

Varias concentrac¢des de nanoparticulas de FezO4 (10, 15, 20, 25 e 30
mM) foram testadas. Os resultados da variacdo na concentragcdo das
nanoparticulas para o sistema FezOs4-HPA sdo mostrados na fig. 16a. Nessa
figura, podemos observar um aumento gradual da Re para FezO4-HPA, o qual

€ proporcional ao aumento da concentracdo de FesOs. Nos dados
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apresentados na fig. 16b pode ser observado que apdés um aumento inicial

da Re entre 10 mM e 20 mM, a curva tende ao inicio de platd de saturacéo.

Assim, a concentragao de FezO4 utilizada nos experimentos foi 20 mM.
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Figura 16 - Diagrama de Nyquist da variacdo da concentracao de Fe3O4-HPA (a) e Re vs.

concentracao FezO;4 (b).

O primer foi imobilizado em diferentes intervalos de tempo variando de

5 min a 20 min (fig. 17a), sendo observado um aumento da Re foi observado

em funcéo do tempo. Na fig. 17b é possivel visualizar o desenvolvimento de
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um comportamento de saturacdo acima de 10 min. Como consequéncia 10
min foi o tempo escolhido para imobilizagdo do primer do P. sclerotigenum

sob a superficie do eletrodo modificado com FezO4-HPA.
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Figura 17 - Diagrama de Nyquist do eletrodo modificado com FezOs-HPA apés a

imobilizacdo do primer em diferentes tempos (a) and Re vs. tempo de exposicao do Fe;O4-
HPA-primer (b).
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A fig. 18a mostra o diagrama de Nyquist, apos cada etapa da
montagem do sensor numa faixa de frequéncia de 0,1 Hz - 10° Hz e
amplitude de 700 mV. Na fig. 18a, a curva do eletrodo de ouro limpo mostra
um pequeno semicirculo, o qual corresponde uma baixa Re e de um
processo difusional. . A adsor¢do do compésito FezOs-HPA sob a superficie
do eletrodo de ouro induziu um aumento no valor da Re (6,64 x 108Q)
guando comparado com o eletrodo de ouro limpo (3,63 x 108Q). A
imobilizagcdo do primer sob o eletrodo de ouro modificado com FezOs-HPA
promove um aumento adicional na Re de 6,64 x 108Q para 8,90 x 108Q.
Durante o processo de hibridacdo com o genoma complementar do P.
sclerotigenum um novo aumento no valor da Re foi observado (10,91 x 10°Q)).
Esse continuo aumento nos valores da Re resulta de um progressivo
bloqueio a passagem de corrente elétrica na interface eletrodo/solucéo. Este
comportamento resulta da quantidade de material adsorvido na superficie do
eletrodo que influencia diretamente a impedancia total do sistema
(OLIVEIRA et al, 2011). Para avaliar a seletividade do sistema biossensivel
desenvolvido, foi realizada anélise com genoma ndo-complementar. A partir
dos resultados obtidos foi possivel observar uma resposta impedimétrica
insignificante no valor de Re apdés o contato do eletrodo modificado com o

sistema Fe3z04-HPA-primer e 0 genoma néao-complementar.

Como explicado anteriormente, o aumento nos valores obtidos da Re
para o0 sistema Fes30Os-HPA-primer-sequéncia complementar, estéo
relacionados ao bloqueio a passagem de corrente elétrica causada pela
adicdo progressiva de moléculas sob a superficie do eletrodo. Este resultado
€ consistente com a hipétese de que o sistema Fe3O4-HPA-primer pode
detectar eficientemente o processo de hibridag&o associado com o uso de um
genoma complementar. De fato, valores menores de Re obtidos para o caso
do sistema Fe304-HPA-primer-sequéncia ndo-complementar, demonstram a
especificidade do biossensor. Dessa forma, os resultados demonstram que o

biossensor apresenta seletividade para sequéncias de DNA especificas.
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Informacdes adicionais podem ser obtidas através da analise do gréfico
de Bode (Fig. 18b). O grafico de Bode é de grande importancia para a
interpretagcdo de dados provenientes da EIE possibilitando a obtencdo de
informagOes sobre a componente capacitiva do sistema. Desta forma,
podemos observar na fig. 18b que a componente capacitiva na regiao de
meédia frequéncia é distinta para os diferentes sistemas presentes na
superficie do eletrodo, o que reflete a natureza quimica distinta das
moléculas. Além disso, em regibes de alta frequéncia mudancas na
impedéancia séo dificeis de serem visualizadas, entretanto nas frequéncias
abaixo de 104 Hz essas alteracGes se tornam visiveis. Apos a hibridacéo
ocorre um aumento na impedancia do sistema. Este comportamento é
explicado por meio da reducdo na densidade de moléculas de éagua e
consequentemente de ions associados com a formacdo da dupla hélice. Este
atua como uma barreira adicional contra o descolamento de ions préoximo a
superficie, como consequéncia ocorre mudancas na impedancia elétrica
(GHEORGHE e GUISEPPI-ELIE, 2003; HANGA e GUISEPPI-ELIE, 2004).
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Figura 18 - Diagrama de Nyquist (a) e diagrama de Bode (b) do processo de montagem do

biossensor.
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Informacgdes detalhadas sobre o espectro de impedancia podem ser
obtidas por meio da andlise do sistema através da utilizacdo de circuitos
equivalentes. Neste trabalho, o circuito de Randles foi escolhido para realizar
0 ajuste dos dados experimentais (Fig. 19). O modelo de Randles consiste na
resisténcia 6hmica da solucdo (Rs) a qual representa o efeito resistivo
associado a migracdo de ions na solucdo, a impedancia de Warburg (W)
resultante do transporte difusional de espécies eletroativas na superficie do
eletrodo, a resisténcia a passagem de corrente elétrica (Re) e a capacitancia

de dupla camada elétrica (Cai).

R5 1

M- g 0

Figura 19 - Circuito equivalente adotado para o ajuste dos dados de impedancia.

As respostas das curvas obtidas através do circuito equivalente
apresentaram uma excelente concordancia com as curvas experimentais de
impedancia. Os parametros calculados do ajuste para cada passo de
formacdo do biossensor s&o apresentados na tabela 4. Como discutido
anteriormente, o sucessivo aumento na Re ao longo dos testes com FezOas-
HPA, Fe30s4-HPA-primer e Fe3Os-HPA-primer-sequéncia complementar
indicam a formacdo progressiva de uma camada de isolamento sob a

superficie do eletrodo de ouro.
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Tabela 4 - Valores dos elementos do circuito equivalente do ajuste dos resultados de
impedancia e da variacao relativa dos dados de impedéncia para a passagem de corrente
elétrica.

Eletrodo Modificado Rs(Q) Re (2) Ca (F) W (Q) ARe (%)
(x 1083) (x 106) (x 10-12) (x 10-7)

Eletrodo de ouro limpo 0,45 3,63 3,27 9,92 -
Fez04-HPA 0,74 6,64 2,69 7,06 -
Fez04-HPA-primer 0,30 8,90 2,35 2,50 -
Fes04-HPA-primer-sequéncia nao- 0,22 9,07 2,42 2,99 1,91
complementar
Fesz04-HPA-primer-sequéncia complementar 0,26 9,07 2,38 2,57 1,91
(24 pg/uL
Fesz04-HPA-primer- sequéncia complementar 0,26 9,09 2,35 2,23 2,13
33 pg/uL
Fesz04-HPA-primer- sequéncia complementar 0,37 9,41 2,42 2,99 5,73
(49 pg/pL
Fesz04-HPA-primer- sequéncia complementar 0,52 10,73 2,49 2,48 20,56
(99 pg/uL
Fes04-HPA-primer- sequéncia complementar 0,52 10,91 2,35 4,01 22,58
(196 pg/uL
Fesz04-HPA-primer-inhame contaminado (50 0,26 9,77 2,17 6,96 9,77
pg/uL
Fesz04-HPA-primer-inhame contaminado (66 0,38 9,93 2,19 4,04 11,57
pg/uL
Fez04-HPA-primer-inhame contaminado (100 0,46 10,22 2,21 4,79 14,83
pg/uL
Fe3z04-HPA-primer-inhame contaminado (200 0,37 10,34 2,30 8,79 16,17
pg/uL
Fe3z04-HPA-primer-inhame contaminado (400 0,26 10,40 2,14 4,38 16,85
pg/uL

A sensibilidade do sensor para o P. sclerotigenum foi invetigada por
meio da exposicdo do sistema para distintas concentragfes da sequéncia
complementar (Fig. 20). O espectro de impedancia indica que o aumento no
Re foi diretamente proporcional a concentracdo da sequéncia complementar,
demosntrando o processo de interacdo bioespecifico entre as fitas
complementares por meio do processo de hibridagdo. Em adicdo, pode-se
observar que apds a obtencdo do sistema FezOs-HPA-primer houve uma boa
separacdo da resposta impedimétrica quando o sistema interagiu com o
genoma especifico, refletindo a manutencéo das caracteristicas reacionais do

primer em estudo.

69



SILVA, G.J.L.

7
1.2x10
®  Eletrodo de ouro
¢ Fe, 0, HPA
Fe304—H PA-primer
v Fe304—H PA-primer-sequéncia complementar [24pg/uL]
6 Fe304—HF’A—primer— sequéncia complementar [66pg/uL]
8.0x10" 1 4 Fe, 0 -HPA-primer-sequéncia complementar [49pg/uL]
Fe,O ,-HPA-primer-sequéncia complementar [99pg/uL]
'é' ¢ Fe 0 -HPA-primer-sequéncia complementar [196pg/ul]
= * < ®
o 4
N ] AR S 4 . ®
4.0x10" 1 - b ¢ « .
“4/ . o ® o . vy ®
Ze . Yy 4 o
oo’ . WA
P l...ll .. 'v “
F Y v %
0.0 ' ’ 8 » 7 ’ 7
0.0 5.0x10 1.0x10 1.5x10
Z'(Q)

Figura 20 - Diagrama de Nyquist da variacdo da concentracao do P. sclerotigenum

A performance do eletrodo de ouro modificado para deteccdo do genoma do P.
sclerotigenum foi avaliado através da variacdo desse parametro (ARe), de

acordo com a seguinte férmula,

ARe (%) = (Re (H) — Re(s)) x 100

Re(S)

4)

Em que Re(S) é o valor da resisténcia a passagem de corrente elétrica do
sistema (Fe3z0s-HPA-primer-eletrodo de ouro modificado) e Re(H) é o valor da
resisténcia a passagem de corrente no processo de hibridag&o do sistema do
Fesz04-HPA-primer apdés a exposicdo a diferentes solugdes contendo as

sequéncias dos genomas complementar e ndo-complementar.

Os resultados correspondentes ao uso de diferentes concentragdes sob

a ARe durante o processo de hibridagao entre o sistema FezO4-HPA-primer e
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a sequéncia do genoma complementar sdo mostrados na fig. 21. Foi
observado um aumento sistematico do ARe entre 24 pg/uL e 99 pg/uL
seguido de um platd, indicando uma relagdo nao-linear entre o ARe e
concentracdo do DNA. Esses resultados mostram que 0 processo de
hibridagcdo pode ser avaliado quantitativamente utilizando o biossistema
FesO4-HPA-primer. Em adicdo, a alta sensibilidade do biossensor foi
demonstrada por meio da utilizagdo de pequenos volumes (2 puL) e baixas

concentracdes (pg/uL) das amostras em estudo.

24 -
16 - /
B':o_‘
£
8.
0 b T ¥ T ¥ T v T
50 100 150 200
Concentragio (pg/ulL)

Figura 21 - AR vs. diferentes concentragdes do genoma do P. sclerotigenum

Posteriormente, amostras reais obtidas de inhame contaminado com P.
sclerotigenum foram testadas utilizando o mesmo sistema sensorial. Dos
dados mostrados na fig. 22, podemos observar um aumento na Re (10,40
x106 Q) apls a interacdo entre o eletrodo de ouro modificado com FezOas-

HPA-primer e o genoma do inhame contaminado.

71



SILVA, G.J.L.

7
1.0x10 -
Fe,O,-HPA-primer
v Fe,O,-PAH-primer- sequéncia ndo-complementar
. Fe,0,-HPA-primer-inhame contaminado [50 pg/ul]
8.0x10" 4 Fe O -HPA-primer-inhame contaminado [66 pg/pl]
Fe O, -HPA-primer-inhame contaminado [100 pg/ul]
o Fe,O,-HPA-primer-inhame contaminado [200 pg/ul]
s * Fe O -HPA-primer-inhame contaminado [400 pg/ul]
6.0x10° —
— o* L L
G ok ¢ AP
St v v 4 o,
H 5 & v v
N 4.0x10° 4 ‘*‘v v a ‘*
v N a e
§ y *
. § \ ]
2.0x107 1 v «®
v g
v e
0.04 . ]
B 7 7
0.0 5.0x10 1.0x10 1.5x10
Z'(Q)

Figura 22 - Diagrama de Nyquist das solucdes obtidas de inhame contaminado com P.

sclerotigenum em diferentes concentracdes.

Na fig. 23 podemos observar um aumento gradual nos valores do ARe
com o aumento da concentracdo entre 50 e 200 pg/uL. Portanto, esses
dados indicam que o sistema proposto com FezOs-HPA-primer é capaz de

detectar a presenca do P. sclerotigenum em alimentos.
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Figura 23 - AR% do sistema FezO4-HPA-primer ap6s o processo de hibridizagdo com inhame

contaminado com P. sclerotigenum em diferentes concentracdes.
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6.2 Analises Morfoldgicas

As andlises de AFM foram realizadas para elucidar as variagbes do
processo de modificagdo da superficie que influenciam na topografia e
morfologia do biossensor. A morfologia da superficie do sistema FezOs-HPA-
primer-sequéncia complementar imobilizado sob a superficie de ouro foi
estudada através de imagens de alta resolucdo de AFM in situ. A fig. 24a
mostra filmes homogéneos de HPA com alguns agregados. O sistema HPA-
Fes04 é representado na fig. 24b, na qual podemos observar algumas
particulas que demonstram a presenca de particulas de FezOs. Também, é
possivel observar alguns agregados. A fig. 24c demonstra a completa
cobertura da superficie do HPA-Fe3O4 devido a hibridagdo do HPA-Fe3O4-
primer com o genoma do P. sclerotigenum. A diferenca na altura entre os
diferentes sistemas HPA, HPA-Fe304, HPA-FezOs-genoma complementar

foram 16.9, 43.2 e 97.2, respectivamente.
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Figura 24 - Imagens topogréficas da superficie do eletrodo modificado com HPA (a), HPA-

Fes04 (b) e HPA-Fe;O4-primer-genoma complementar (c).
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7 CONCLUSOES

¢ No presente trabalho foi desenvolvido um biossensor para deteccdo do
genoma do fungo Penicillium sclerotigenum baseado no sistema FezO4-
HPA-primer.

e O composito FezOs-HPA possui boa biocompatibilidade, aumento da
area superficial e varios sitios de ligacdo para imobilizacdo de
nucleotideos mostrando ser uma boa plataforma para imobilizagdo de
biomoléculas.

e O sistema Fez0s4-HPA-primer demonstrou ser capaz de detectar os
genomas do P. sclerotigenum e do inhame contaminado com P.
sclerotigenum.

e EIE foi utilizada com sucesso para avaliar o processo de construgédo
do biossensor, evidenciando um aumento na Re e impedancia total
apos cada passo da montagem do sistema.

e Através das imagens de AFM foi possivel visualizar todo o processo de
modificac&o do biossensor.

e O  Dbiossensor foi capaz de detectar qualitativamente e
guantitativamente o DNA do fungo mesmo em baixas concentragoes,
na ordem de pg/uL. O sensor demonstrou boa especificidade e
sensibilidade, representando uma ferramenta Util no controle de
gualidade de alimentos.

e Este foi o primeiro biossensor desenvolvido de DNA desenvolvido para

a deteccao de fungos toxigénico usando o gene idh.
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8 PERSPECTIVAS

Estudar o sistema proposto (FesOs-HPA-primer) neste trabalho para
deteccdo do fungo em outros tipos de alimentos de alimentos, como,
maca, péra, banana, pois também s&o alimentos suscetiveis a
contaminagao pelo P. sclerotigenum;

Desenvolver um biossensor para deteccdo da micotoxina produzida
pelo fungo, a patulina, assim como outros tipos de micotoxinas,

produzidos por diversos fungos.
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Abstract

We describe a new DNA biosensor for the detection of toxigenic Penicillium sclerotigenumin
pure culture or infected yams. The P. sclerotigenum detection takes place on a self-assembled
monolayer of a (magnetite)/(poly(alylamine hydrochloride)) (FeO4-PAH) composite that
serves as an anchoring layer for the DNA hybridization interaction. Electrical impedance
spectroscopy (EIS) was used to evaluate and quantify the hybridization degree. The FesOs-
PAH composite is a good platform for the immobilization of biomolecules, due to the
presence of many possible binding sites for nucleotides and to its large surface-to-volume
ratio and good biocompatibility. The biosensor was capable of not only qualitatively detecting
the presence of the fungus genome at low concentrations, but also shown a good quantitative
impedimetric response its electrical resistance was monitored along the time of exposure. A
FesO4-PAH-probe biosensor would require only small volumes and low concentrations of the
analyte when used, for instance, in detecting P. sclerotigenum contamination of food, besides
presenting many comparative advantages, such as selectivity, specificity and reproducibility,

relative to alternative techniques.

Keywords impedance spectroscopy; biosensor; magnetic nanoparticles, composite;

Penicillium sclerotigenum.
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1. Introduction

Biosensors are analytical devices used for direct measurement of a given substance in
complex biological samples. Electrical biosensors are important class of these sensors in
which an electrode is used as the transduction element. For them, the principle of detection is
based on the specific binding of the anal yte to the biomolecule immobilized on a solid support
[1], producing an electrical signal proportional to the concentration of the analyte.

At present, there is a keen interest in biosensor technology due to its large potential for
applications in many fields, such as drug research, disease diagnosis, environmental control
and food technology [2-5]. Genosensors are biosensors that combine a single-stranded DNA
(ssDNA) — the DNA probe — with a transducer to detect a specific genome. DNA biosensors
present several advantages such as low cost, rapid analysis, simplicity and posshbility of
miniaturization. Currently, when compared to conventional methods, DNA biosensor is a
useful tool for the diagnosis of diseases and detection of toxigenic fungi in food [6, 7].

Classical methods for detection and identification of fungi in food are based on either
cultures in different media or microscopic and biochemical analysis. However, usually these
classical methods not only have low specificity and lack reproducibility, but they are also
time-consuming and require the involvement of experienced technicians[8]. Hence, there is a
current trend in using molecular techniques, such as PCR and fluorescence in sSitu
hybridization, to detect and recognize if fungi are present. Although such methods are fast and
have good specificity, they still demand high technological support and qualified personnel
[9]. DNA array technology, another promising method for detection of fungi is still expensive
and time-consuming [10].

Among the many alternative techniques that have been used to the development of
DNA biosensors, electrical impedance spectroscopy (EIS) stands out. As a simple, sensitive,

low cost and useful method to monitor the interfacial properties of a modified surface, this
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technique is very well suited for the development of DNA biosensors [11, 12]. The EIS
operating principle is the analysis of the response of the sample of interest to an electrical
stimulus selectively applied to it. The stimulus consists in submitting the system to a
continuous sinusoidal potential of small amplitude [13-15]. The immobilization of the DNA
a the electrode surface and corresponding recognition events result in changes in the
capacitance and interfacial electron transfer resistance of the sample[16, 17].

Penicillium sclerotigenum is a phytopathogenic and toxigenic fungi responsible for
high losses in the production of yams for causing the postharvest green rot disease. Yam
green rot is a common problem in Nigeria (Tropical Africa) and Brazil (South America),
important yam export-producing countries. In addition, this fungus also produces the
mycotoxin patulin [18, 19]. Patulin (Ptn) is a mycotoxin that represents a problem in food
industry and public health because of its mutagenic, neurotoxic and immunotoxic properties
that include genotoxic effects. About 10 biochemical reactions associated to 15 enzymes and
production of other co-metabolites are involved in the biosynthetic pathway of Ptn [20],
where one of the key steps is the conversion of isopoxycon to phyllostine catalyzed by
isoepoxydon dehydrogenase (IDH). The idh gene encodes the enzyme isoepoxydon
dehydrogenase and the presence of this gene in fungi has been correlated to patulin
production [21]. Therefore, the idh gene can be used in the screening of the presence of this
toxigenic fungus and in the development of new devices for patulin detection.

In this paper we describe the development of an impedimetric biosensor based on
magnetite/(poly(allylamine hydrochloride)) — hereafter Fe;O4,-PAH — composite for detection
of idh as a probe of the presence of toxigenic P. sclerotigenum in yam (Fig. 1). While use of
new materials can contribute to improve the electrical response of a given biosensor, due to
their properties of biocompatibility and large surface-to-volume ratio [22], magnetite (FesO,)

nanoparticles have been extensively used in immobilizing biomolecules. The use of
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superparamagnetic iron oxide nanoparticle (SPION) in a biosensor has the advantage of high
magnetic susceptibility and good dispersibility (not form cluster as long as no magnetic field
is applied) [23]. SPION has also been covered with gold (an external inert shell) in order to
add new properties (inertness, protection of the magnetic core against oxidation), without
modifying their superparamagnetic behavior [24]. Mirkin group has developed a bio-bar code
assay for detection of genomic DNA based on the use of magnetic particles for molecule
isolation/purification and the oligonucleotide-functionalized gold nanoparticles as recognition
agents [25]. Poly(alylamine hydrochloride) (PAH) is a cationic polyelectrolyte with many
ionizable amine groups in its structure, which is fully protonated in neutral and acid solutions,
but partidly deprotonated in slightly basic solutions [26]. To the best of our knowledge, we
have shown for the first time the development of an electrochemical biosensor for detecting

toxigenic Penicillium sclerotigenumin yam.

S —

Impedance Analyser

<< Fig.1>>
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2. Experimental

2.1. Materials

FeCl;.6H,O (Synth, Brazil), FeSO,.7H,O (Reagen, Brazil) and NH,OH (Quimex,
Brazil) were the reagents used in the preparation of the magnetic particles. PAH was obtained
from Sigma Chemical (St. Louis, USA). All chemicals and solvents were of analytical-grade
and used as received, without further purification. High-purity water was obtained after a

Milli-Q plus (Billerica, USA) treatment.

2.2. Extraction of DNA from P. sclerotigenumand Yamwith green rot

The sensor layer of the detection system was based on idhl primer to recognize
complementary target DNA of P. sclerotigenum and yams contaminated [21]. The primer
sequence of idhl is 5-CAATGTGTCGTACTGTGCCC-3'. Pure culture of one isolate of P.
sclerotigenum was grown in liquid medium CY and after obtaining the mycelium, genomic
DNA was extracted using the AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen,
USA), from 0.1 g of the mycelium of the fungus. The same kit was used to extract genomic
DNA from naturally contaminated yam with P. sclerotigenum, from 0.2 g of yam fragments
with green rot, following the protocol established by the manufacturer. The samples were
subjected to maceration in liquid nitrogen until resulting in a powder, prior to DNA
extraction. The negative control sample of DNA was Y am experiments without contamination

(non complementary).

2.3. Preparation of magnetic nanoparticles
The magnetic nanoparticles were prepared via a previously reported co-precipitation

method [27, 28]. Equal volumes (200 mL) of aqueous solutionsof 0.1 M FeCls-6H,0 and 0.5
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M FeSO,-7H,0 were prepared with deionized water and transferred to a three-necked round-
bottom flask, maintained under intense stirring in a nitrogen atmosphere for 30 min, and then
0.45 M HCI solution diluted in deoxygenated water was mixed in until a pH of 1.7 was
reached. Thereafter, small quantities of a 1.5 M agueous solution of NH,OH were
progressively added to the flask until the liquid turned blackish and the pH increased to 8. The
system was then stirred for another 12 h, after which the resulting magnetic particles could be

magnetically separated [28].

2.4. Preparation of FesO4-HPA matrix and biosensing system

Initially, the bare gold electrode was cleaned using piranha solution. A sol-gel method
was employed to modify the gold electrode surface [29]. A small volume (3 mL) of a 2% p/v
PAH solution was mixed to 200 uL (corresponding to 20 mM) of an aqueous solution of the
FesO4 nanoparticles. Finally, 2 uL of this mixture were deposited on the electrode surface and
alowed to dry for 30 minutes.

For the oligonucleotide immobilization, 2 uL of the DNA probe (495 nM) were added
to the Fe;O4-PAH-modified gold electrode surface. The adsorption was then allowed to occur
for 10 min at 20°C, by means of the electrostatic interaction between Fe;O4-PAH and the
DNA probe. The hybridization experiments were carried out by the addition of 2 pL of
different concentrations of complementary genome sequence (24, 33, 49, 99 and 196 pg/uL)
on the Fes0Os-PAH -probe-modified electrode surface for 10 min a 20°C. Following the
previous procedure, a small volume (2uL) of different concentrations (50, 66, 100, 200 and

400 pg/uL) of yam’s genome contaminated with P. sclerotigenum was also analyzed.

2.5. Didectric measurements
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The EIS measurements were performed with a 1260 impedance/gain-phase anal yzer
(Solartron, UK) by monitoring the variation of the real and imaginary parts of the impedance
in the frequency range of 0.1 Hz to 10° Hz. The amplitude of the applied sine wave potential
was 10 mV. We used a bare gold eectrode (¢ = 2 mm) and a platinum wire as working and
auxiliary electrodes, respectively. All experiments were carried out using deionized water. All

measurements were performed in triplicate using at least three different sensors.

2.6. Atomic force microscopy characterization

The atomic force microscopy (AFM) measurements were performed with a
commercia PicoPlus microscope (Molecular Imaging, USA). Cantilevers with a Cr-Au tip
(NSC18, MikroMasch, Fo=90KHz, nominal spring constant = 5.5 N.m™) were used for the
tapping mode AFM in air a room temperature (approximately 25°C). Scan areas varying
from 1.0umx1.0um with a resolution of 512x512 pixels were obtained. To reduce artifact
errors, for each sample the images were obtained from at least two macroscopically separated

areas.

3. Resultsand discussion

Morphological analyses

We performed an AFM analysis to elucidate the variations of the stepwise process
influencing the surface topography and morphology of the biosensor. The surface morphology
of Fe;Os-PAH-probe-complementary sequence system immobilized on gold surface was
studied by high-resolution in situ AFM imaging measurements. In Fig. 2a we show
homogenous film of the PAH with some aggregates, while the PAH-Fe;O, system can be
seen in Fig. 2b; in this latter image we can observe some particles that demonstrate the
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presence of FesO, particles. Also, it is possible observe some aggregates. In Fig. 2c we show
a complete covering of the PAH-FesO4 surface due to the hybridization of the PAH-Fe;O4-
probe with P. sclerotigenum genome. In addition, differences in the film roughness were
obtained. The typical heights of the different PAH, PAH-FesO, and PAH-Fe;O4-probe-

complementary genome systems were 16.9 nm, 43.2 nm and 97.2 nm, respectively.

[43.2nm
39.6nm
36.0nm
32.4n0m
28.8nm
25.2nm
21.6nm
18.0nm
14.4nm
10.8nm
7.2nm
3.6nm
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£9.1nm

16.9nm
15.6nm

14.3 nm
13.0nm
11.7 nm
| 10.4nm
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7.E8nm
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AB.6nm

A0.5 nm

32.4nm

24.3nm

16.2nm

&.1nm

0.0nm

<< Fig.2>>

ElSanalysis
EIS is a technique that allows the investigation of the interaction between different
molecules on a given interface through the corresponding changes in its electrical properties,

e.g., capacitance and resistance. For us, it became a useful tool in obtaining information about
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changes in the impedance of the modified electrode during the process of fabrication of the
Sensor.

In Fig. Sla (see supporting information) we show the Nyquist plots after the
progressive addition of PAH on the electrode surface at distinct times within a 5 min to 45
min interval. We observed a gradua increase of the resistance to the passage of electric
current (Re) on the electrode surface. The Re is dependent on the time of exposure of the
electrode to the PAH solution and, thus, this increase is proportiona to the amount of
adsorbed material. In this way, one can follow the corresponding kinetics adsorption by
monitoring variation in the blockage of the passage of current at the electrode surface. From
the data shown in Fig. Slb, one can see that after 30 min there is aready saturation of the
response measured on the gold electrode surface. Thus, 30 min was chosen as the time limit to
perform the experiments of this study.

Several concentrations (10, 15, 20, 25 and 30 mM) of the Fe;O, nanoparticles were
tested. The results of the variation of the magnetic particles concentration for Fe;O4-PAH
system are shown in Fig. S2a. We observed a gradua increment of Re for Fe;O4,-PAH, which
is proportional to the increase of the FesO4 concentration (Fig. S2a). From the data presented
in Fig. S2b, it can be observed that, after an initid Re increase between 10mM and 20mM,
there begins a trend to form a saturated plateau. The Fe;Os concentration used for al
experiments was 20mM.

The DNA probe was immobilized for different intervals of time varying from 5 min to
20 min (Fig. S3a), when a corresponding increase of the R. was observed. From the data
shown in Fig. S3b (see supporting information) it can be observed that the saturation behavior
develops above 10 min. As a consequence, 10 min was the time limit chosen for the

immobilization of the P. sclerotigenum probe on Fe;0O4/PAH modified electrode surface.
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Jecificity tests

As explained before, the highest R. values were obtained for the Fe;O4-PAH-probe-
complementary sequence system, that are exactly those associated to the blockage in the
passage of current caused by the progressive addition of molecules to the electrode surface.
This result is consistent with the hypothesis that the Fe;04-PAH-probe system can effectively
detect the hybridization process associated to the use of a complementary genome. In fact,
lower Re values were obtained for the case of Fe;O4-PAH-probe-non-complementary systems
when compared to the dielectrical response of Fe;Os-PAH-probe-complementary ones, in a
demongration of the specificity of the biosensor (Fig. 38). We consider that, when taken
together, these results have demonstrated that our biosensor shows selectivity to specific
DNA sequences.

Nyquist plots of the stepwise assembly of the sensor taken in the 1Hz to 10°Hz a
frequency range, and for a sine wave potential of amplitude equa to 10 mV, are shown in Fig
3a. The curve obtained for the pure gold eectrode corresponds to a small semicircle, which
can be associated to a small R. and to the occurrence of a diffusional process. The assembly
of the Fe;0Os-PAH composite atop the gold electrode surface leads to an increase in the Re
value (6.64x10°Q2) as compared to that of the pure eectrode (3.63x10°Q2). The immobilization
of the DNA probe on the Fe;O,-PAH-modified gold electrode promotes a further increase in
the Re value (8.90x10°Q). During the hybridization tests, when genome complementary
sequence from P. sclerotigenum was used, a new increase in the value of Re. was
observed. This continuous increase in the Re values results from the progressive blockage of
the passage of the electric current in the electrode/solution interface. Thus, the amount of
adsorbed material on the electrode surface contributes directly to the total impedance of the

system. In fact, a negligible contribution was observed for the dielectric response of the
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FesOs-PAH-probe-modified gold electrode after contact with a non-complementary DNA

sequence.

In Fig 3b we can observe that while small changes can be noticed in the impedance

values a high frequencies, at lower frequencies there is a clear distinction between the

impedimetric responses of the different analyzed systems. After the hybridization process, one

can observe an increase in the impedance response that can be explained by the reduction in

the density of water molecules. When of the adsorption of the genome on the Fe;O4-PAH-

probe-modified gold electrode, an additional barrier to the displacement of ions arises near of

the surface and, as a consequence, noticeable changes occur in the electrical impedance [30].
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Smulated curves

Detailed information about the impedimetric spectra can be obtained by analyzing the
system through the use of equivalent circuits. In the present work, the Randles circuit was
chosen to fit the experimental data (Fig. 4). The Randles model consists of the ohmic
resstance of the solution (Ry), which represents the resistive effect associated to the ion
migration in the solution, the Warburg impedance (W) resulting from the diffusional transport
of electroative species to an electrode surface, the resistance to the passage of electric current

(Re) and the capacitance of the double layer (Cq).

Rs I

M, B

<< Fig.4>>

The response curve (Fig. 3a) obtained for the equivalent circuit exhibits excellent
agreement to the experimental impedance plots. The parameters cal culated from the fitting for
the stepwise formation of the sensor are presented in Table 1. As discussed before, the
successive increase in the Re values along the Fe;04-PAH, FesOs-PAH-probe and FesOs-
PAH-probe-(complementary sequence) tests indicates the progressive formation of insulating

layers on the gold electrode surface.
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Sengitivity measurements

The sensitivity of the sensor for P. sclerotigenum was also investigated by exposing
the system to distinct concentrations of complementary DNA sequence (Fig. 5). The
impedance spectra indicate that the increase in the R. was directly proportional to the
concentration of complementary sequence.

The performance of the modified gold electrode for detection of P. sclerotigenum

genome was evaluated through the relative variation of this parameter (ARg), according to

Re{H)— Re(S)

ARe(%) = RelS)

) x 100

Here, Re(S) is the value of the resistance to the passage of the electric current of the system
(FesO4-PAH-probe-modified gold eectrode) and Re(H) is the value of the resistance to
passage of electric current in the hybridization process of the Fe;0..HPA-probe system, after
exposing the electrode to solutions containing complementary and non-complementary

genomic sequences.

7
1.2x10
m  Gold Electrode
@ Fe O-PAH
Fe O -PAH-probe
¥ Fe,O,-PAH-probe-complementary [24pg/uL]
Fe,O -PAH-probe-complementary [33pg/uL]
8.0 105_ 4 Fe,O,-PAH-probe-complementary [49pg/ulL]
K Fe, O,-PAH-probe-complementary [99pg/uL]
@ Fe O_-PAH-probe-complementary [196pg/ul]
—
) ’
= > 4. « o
N e 4 ®
& o tw ¥ ) ¢ Y 3
4.0x10° - & v o
2! e ® o y* 4 &
5, * ® ¥ 4 o
‘?" . P )
oh mEEEy % '\, LS
AN
0'0 1 L] ]
& 7 7
0.0 5.0x10 1.0x10 1.5x10
Z(Q)
<< Fig.5>>

109



SILVA, G.J.L.

The results corresponding to the use of different concentrations on the AR during the
hybridization process between the Fe;O4-PAH-probe system and complementary genome
sequence are shown in Fig. 6. One can observe a systematic increase in the AR values
between 24 pg/uL and 99 pg/uL followed by a plateau, indicating a non-linear relationship
between AR, and the DNA concentration. These results show that the hybridization can be
assessed quantitatively using the Fe;O4,-PAH-probe biosystem. In addition, the high
sensibility of the biosensor was demonstrated by using small volumes (2 pL) and low

concentrations (pg/uL) of the test samples.
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Thereafter, we used real samples obtained from yam contaminated with P.
sclerotigenum. From the data shown in Fig. 7, it can be observed an increase in Re (10.40
x10°Q) after interaction between the Fe;O,-PAH-probe-modified gold eectrode and the
yam’s genome contaminated. In Fig 8 we observed a gradud increase in the AR values
(ranging from 50 to 200 pg/uL). Therefore, our data indicates that Fe;O4-PAH-probe system

is capable of detect the presence of P. sclerotigenum in foods.
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4. Conclusions

In the present work we developed a biosensor for the detection of the genome of
fungus Penicillium sclerotigenum based on Fe;O,-PAH-probe systems in yam. The Fe;Os-
PAH composite has a good biocompatibility, large surface-to-volume ratio and many binding
sites for nucleotide immobilization, therefore confirming that it can be agood platform for the
immobilization of biomolecules. This biosensor was capable to detect the fungus genome at
low concentrations not only in a qualitative manner but also quantitatively, both in pure
cultures of the fungus and in yam contaminated samples. This study is the first description of
impedimetric sensor for detection of toxigenic strains of fungus in food contaminated with
Penicillium sclerotigenum, as a model system. EIS was successfully applied for detection of
DNA sequences of toxigenic fungi. The sensor showed good specificity and sensitivity,

representing a promising tool for the development of improved quality control of foods.
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Figure Captions

Figure 1. Schematic representation of the biosensor fabrication.

Figure 2. An AFM topographic image of the electrode surface modified with PAH (a), PAH-
Fes0s (b) and PAH-Fes0s-probe-complementary (c). All scan areas were varied from 1.0um

x 1.0um with aresolution of 512 x 512 pixels.

Figure 3. Nyquist (8) and Bode (b) plots of the stepwise modification process. (m) Gold
electrode, (o) FeO-PAH, (A) FesOs-PAH-probe, (X) Fe;O4-PAH-probe-non-
complementary, (¢) Fe;0.s-PAH-probe-complementary sequence.

Figure 4. Equivalent circuit adopted to fit the impedance data, where Rs is the ohmic
resistance of the solution, Cq the capacitance double layer, W the Warburg impedance and Re

the resistance to passage of electric current.

Figure 5. Nyquist plots of solutions of genome P. sclerotigenum at different concentrations.

Figure 6. AR% of FesOs-HPA-probe system after hybridization process with the P.

sclerotigenum genome at different concentrations.

Figure 7. Nyquist plots of solutions obtained from yam contaminated with P. sclerotigenum
at different concentrations.

Figure 8. AR% of FesOs-HPA-probe system after hybridization process with yam

contaminated with P. sclerotigenum at different concentrations.
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