UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Centro de Biociéncias

Programa de Pos-Graduacao em Inovacao Terapéutica

GILCELIA JANAINA LINO DA SILVA BARBIERI

Desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos para

deteccao de aflatoxina Bl em alimentos

Recife
2017



GILCELIA JANAINA LINO DA SILVA BARBIERI

Desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos para

deteccao de aflatoxina Bl em alimentos

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacao em Inovacao
Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco, para obtencao do titulo de

Doutor em Inovacao Terapéutica.

Orientador: Prof. Dr. César Augusto Souza de Andrade
Co-orientadora: Profa. Dra. Maria Danielly Lima de
Oliveira

Recife
2017



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecéria Elaine Cristina Barroso, CRB-4/1728

Barbieri, Gilcelia Janaina Lino da Silva
Desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos para deteccdo de aflatoxina
B1 em alimentos / Gilcelia Janaina Lino da Silva Barbieri. — Recife: O Autor, 2017.
148 1.. il., fig, tab.
Orientador: Cesar Augusto Souza de Andrade

Coorientadora: Maria Danielly Lima de Oliveira

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Biociéncias. Inovacéo Terapéutica, 2017.

Inclui referéncias e apéndice

1. Nanotecnologia 2. Aflatoxina 3. Toxicologia |I. Andrade, Cesar Augusto
Souza de (orient.) Il. Oliveira, Maria Danielly Lima de (coorient.) . Titulo

620.5 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2017-291




FOLHA DE APROVACAO

Nome: BARBIERI, Gilcelia Janaina Lino da Silva
Titulo: Desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos para deteccao de

aflatoxina B1 em alimentos

Tese apresentada a Universidade Federal de Pernambuco para obtencao do

titulo de Doutor em Inovacao Terapéutica

Aprovada em: 21/03/2017

Banca Examinadora

Prof(a). Dr. César Augusto Souza de Andrade
Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dra. Maria Danielly Lima de Oliveira
Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dra. Idjane Santana de Oliveira
Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dr. Issac Aaron Morales Frias
Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dr. Dr. Kleber Bezerra Alves
Instituicao:

Assinatura:




DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha
familia por todo o apoio.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradeco a Deus, por permitir que eu conclua mais
essa jornada na minha vida, por me proteger e sempre iluminar os
meus caminhos;

A meu filho Bernardo, meu motivo de viver e de nunca desistir.

A minha mae por sempre me apoiar, € me dar forca quando
necessario, por seu amor, carinho, dedicacao e sacrificios;

A mina irma, Gilvanete, por seu amor, carinho, companheirismo;

Ao meu esposo Frederico, por seu carinho, amor, dedicacao. Por
sempre me apoiar e permitir que eu nunca desista;

A minha sogra, meu sogro € minha cunhada por todo carinho, amor,
por sempre acreditarem e torcerem por mim;

A minha amiga Estefani, por toda a amizade, me ajudar nos
experimentos e sempre me apoiar;

A todos os meus familiares que sempre torceram por mim;

Aos meus orientadores Maria Danielly e César Augusto, agradeco
todos os ensinamentos, a dedicacao, confianca e amizade;

A CNPq pelo apoio financeiro.

Muito Obrigadal!



RESUMO

As monocamadas auto organizadas constituem wuma forma simples,
reprodutivel e estavel para a imobilizacao de anticorpos, por isso tem sido
bastante utilizada na construcao de imunossensores. Dessa forma,
representa um ambiente propicio para o desenvolvimento de biodispositivos
com alta sensibilidade e reprodutibilidade. Neste trabalho foram descritos
dois imunossensores baseados em camadas auto organizadas e anticorpos
monoclonais (Mab) para deteccao de aflatoxina B1 (AFB1) em alimentos. A
primeira plataforma foi composta por monocamadas automontadas de
cisteina-Mab (cys-Mab) e a segunda plataforma por filmes nanoestruturados
de acido mercaptobenzoico-nanoparticulas de ferro funcionalizadas com o
grupo amino-Mab (MBA-Fe304-NH>-MAb). As técnicas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) e de voltametria ciclica (VC) foram utilizadas
para avaliar o processo de montagem da plataforma sensora através das
modificagcoes na resisténcia transferéncia de carga (Rct) e correntes de pico
anodica/catodica, respectivamente. Os resultados demonstram uma reducao
na transferéncia de carga causado pelo isolamento elétrico dos
bioconjugados formados pela interacdo do anticorpo com a AFBI1, que
bloqueia a transferéncia de elétrons da solucao de [Fe(CN)g|3-/4. O sistema
sensor constituido por cys-Mab apresentou resposta linear na concentracao
de AFB1 entre 0,5 a 3 x 10% ng.mL-l. Enquanto, o segundo sensor
apresentou resposta na faixa de concentracoes de 2,5 x 102 a 3 x 104 ng.mL-
1, Dessa forma, os dados demonstraram maior sensibilidade do sensor de
cys-Mab para deteccao da AFB1. Em adicao, a técnica de microscopia de
forca atomica (AFM) permitiu a analise da topografia da superficie dos
imunossensores. Portanto, os novos imunossensores propostos representam
um instrumento simple com excelente sensibilidade que pode ser utilizado
como ferramenta no monitoramento de AFB1 em alimentos.

Palavras-chave: Imunossensor. Aflatoxina B1. Nanotecnologia. Voltamatria

Ciclica. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica.



ABSTRACT

Self-organized monolayers are a simple, reproducible and stable platform to
immobilize antibodies, thus has been widely used in the development of
immunosensors. Therefore, represents an adequate environment to the
development of biodevices with high sensitivity and reproducibility. In this
Thesis, two new immunosensors based on self-organized monolayers and
monoclonal antibody (Mab) for detection of aflatoxin B1 (AFB1) in food were
described. The first one was composed by cysteine-Mab (cys-Mab) and the
second platform consisted of a nanostructured film of mercaptobenzoic acid-
iron nanoparticles functionalized with the amino-Mab group (MBA-Fe3O4-
NH2-MADb). Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic
voltammetry (VC) techniques were used to evaluate the assembly process of
the sensor platform through evaluation of the charge transfer resistance (Rc)
and anodic/cathodic peak currents, respectively. The results demonstrate a
reduction in the Rct due to the shielding effect of the interaction of the
antibody with AFB1, which blocks the electron transfer of the redox pair.
The sensor system composed by cys-Mab showed a linear response for AFB1
concentration ranging from 0.5 to 3 x 10% ng.mL-1. While the second sensor
showed response in the range of 2.5 x 102 to 3 x 10* ng.mL"!. Therefore, our
results demonstrated a higher sensitivity of the cys-Mab sensor for AFB1
detection. In addition, atomic force microscopy (AFM) technique allowed the
morphological analysis of the surface of the immunosensors. Therefore, the
proposed immunosensors represent a simple instrument with excellent
sensitivity that can be used as a tool in the monitoring of AFB1 in foods.

Keywords: Immunosensor. Aflatoxin B1l. Nanotechnology. Cyclic
voltammetry. Electrochemical impedance spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

A aflatoxina B1 (AFB1) é um metabolito secundario toxico produzido
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, encontrada em uma
variedade de produtos agricolas, como amendoim, arroz, milho, dentre outros.
(MA et al, 2016). Esse composto é considerado como a mais potente
substancia hepatocarcinogénica e, além disso, também tem sido atribuida
propriedade genotoxica e imunotoxica. Portanto, a sua ingestao representa

um grande perigo a saude humana e animal (ZHANG et al, 2016).

A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) considera a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) o método oficial para a deteccao
da AFB1 alimentos (SENGUL, 2016). Este método apresenta uma excelente
precisdao e sensibilidade, entretanto exige extrema limpeza dos extratos
alimentares para analise, equipamentos de elevado custo, técnicos
especializados, grandes volumes de reagentes, dificultando o uso rotineiro
desta metodologia em analises rapidas. Portanto, a partir do exposto, €
perceptivel a necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas de
deteccao rapida de AFB1 em alimentos, como o objetivo de identificar com
rapidez os produtos agricolas contaminados antes de chegarem ao

consumidor final.

Com o avanco da nanotecnologia, os imunossensores tornaram-se uma
alternativa competitiva as metodologias classicas. Uma vez que apresentam
alta especificidade, sensibilidade, capacidade de miniaturizacao, mobilidade e
rapidez nas analises. Portanto, um imunossensor para deteccao de AFBI1
representa uma ferramenta bastante promissora no auxilio ao controle de

qualidade de alimentos e bebidas.

Atualmente, eletrodos quimicamente modificados (EQM) tém sido
utilizados na fabricacdo dos imunossensores objetivando uma melhor
sensibilidade do sistema. Desta forma, monocamadas auto-organizadas (SAM)

cisteina (Cys) e de acido mercaptobenzoico (MBA) juntamente com

18
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nanoparticulas magnéticas (NPsFe3zO4) foram alvos de estudo do presente

trabalho.

Portanto, o presente trabalho desenvolveu dois imunossensores para
deteccao de AFB1 em alimentos. O primeiro consistiu de um sensor baseado
em SAM de Cys e anticorpo monoclonal para deteccdo de AFB1 em arroz e o
segundo representa uma plataforma de SAM de MBA e NPsFe304 modificadas

com NH> para deteccao de AFB1 em amendoim.

Esta tese, foi estruturada em oito capitulos e um apéndice, como

sSeguem:

e No primeiro capitulo € apresentada a introducao, onde foi destacada a
AFB1 como um dos principais contaminantes de alimentos e a
importancia da garantia da seguranca alimentar. Além disso, foi
discutida a necessidade de construcao de novos instrumentos de
analise fisico-quimica de alimentos com boa sensibilidade e rapidez.

e O segundo capitulo trata da revisdao da literatura sobre Mtx, AFBI1,
métodos de deteccao da AFBI1, imunossensores, eletrodos
quimicamente modificados, técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica
e espectroscopia de impedancia eletroquimica) e microscopia de forca
atomica.

e No terceiro capitulo sao descritos os objetivos geral e especificos desta
Tese.

e No quarto capitulo foi descrita a metodologia utilizada para o
desenvolvimento das duas plataformas sensoras €& apresentado o
imunossensor baseado em SAMs de Cys e anticorpo monoclonal para a
deteccao de AFB1 em arroz.

¢ No quinto capitulo é exposto o imunossensor baseado em SAM de MBA
e Fe3O4NPs quimicamente modificadas para a deteccao de AFB1 em
amendoim.

e O sexto e sétimo capitulos constam as conclusoes desta tese e as
perspectivas, respectivamente.

19
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No oitavo capitulo temos as referéncias bibliograficas utilizadas nesta
tese.

No apéndice desta Tese € apresentada a publicacao dos deste trabalho
na forma de artigo na revista Journal of the Brazilian Chemical Society e
o artigo intitulado Impedimetric nanoimunossensor for aflatoxin Bl

detection in peanut com os dados finais que ainda sera submetido.

20
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Micotoxinas

Micotoxinas (Mtxs) € uma expressao derivada da palavra grega “mykes”
. e e .
que significa fungo e do latim “toxican” que significa toxinas. Essas
substancias sao produzidas por um grande numero de fungos, sendo
denominadas de metabdlitos secundarios, pois sdo dispensaveis ao
crescimento e desenvolvimento desses seres vivos (BENETT e KLICH, 2003;

AUDENAERT et al, 2013).

As Mtxs com maior importancia na area de alimentos sao: a) Aflatoxinas
produzidas por fungos do género Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus;
b) Ocratoxinas produzidas pelo A. ochraceus e algumas espécies do género
Penicillium; c) Fusariotoxinas (tricotecenos, zearalenona, fumosinas)
sintetizadas por diversas espécies de Fusarium; e, d) Patulina produzida por
espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus e Biossochlamys (DILKIN, 2002;

PATERSON et al, 2004).

Essas substancias toxicas podem contaminar os alimentos durante toda
a cadeia produtiva levando a grandes perdas economicas (DINCKAYA et al,
2011; ZAIN, 2011). Além das perdas economicas, os alimentos contaminados
quando ingeridos pelo homem ou animais podem desencadear doencas
chamadas de micotoxicoses. Danos a saude causados pelas Mtxs vao de
cancer, mutacoes, nefropatias, diminuicdo ou até mesmo inibicdo da

fertilidade, além de morte (ZAIN, 2011).

E importante frisar que esses efeitos dependem da dose e da frequéncia
de ingestao das Mtxs. Os mesmos podem apresentar-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). Nesse
contexto, € possivel perceber que as Mtxs representam um enorme problema

de carater economico e de saude publica.
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2.2 Aflatoxina B1

As aflatoxinas sdao um grupo de Mtxs produzidas pelos fungos
Aspergilus flavus, Aspergilus parasiticus e Aspergilus nomius (LOPEZ et al,
2001). Os primeiros relatos de aflatoxicoses surgiram no inicio da década de
60 quando ocorreu na Inglaterra a morte de varios perus jovens (BENNETT e
KLICH, 2003). A principio, a causa era desconhecida e essa elevada
mortalidade foi atribuida a “Doenca X do peru”. Entretanto, as investigacoes
realizadas demonstraram que essas aves sofreram de uma hepatite aguda
necrosante decorrente da ingestao de racao a base de amendoim. Esta por sua
vez estava contaminada com uma toxina produzida pelo Aspergilus flavus

(aflatoxina) proveniente do Brasil e Africa (RAWAL e COULOMBE, 2011).

De acordo com a estrutura quimica, as aflatoxinas sado derivados
difurocumarinos que apresentam fluorescéncia sob luz ultravioleta a A = 365
nm, sendo classificadas com base na cor da fluorescéncia e na mobilidade
durante a realizacao de cromatografia de camada delgada: B1 e B2 para a cor
azul (B — blue) e G1 e G2 para a verde (G — green). Quimicamente, a aflatoxina
G difere da B, pela presenca de um anel 3-lactona no lugar no anel
ciclopentenona. Além disso, as AFB1 e G1 apresentam uma dupla ligacao 8,9
na configuracao de um éter vinil no anel terminal furano, nas séries B2 e G2
essa estrutura nao esta presente (JAIMEZ, 2000; RAWAL e COULOMBE,
2010).

Essas diferencas estruturais também promovem diferencas na atividade
das Mtxs. De forma geral a B1 e G1 sao consideradas carcinogénicas e mais
toxicas que a B2 e G2. Ja as Aflatoxinas M1 e M2 sao produzidas a partir da
biotransformacao das Aflatoxinas B1 e B2 em substancias hidroxiladas e
recebem essa nomenclatura por serem encontradas no leite (Milk) (Fig. 1)

(RICHARD, 2007).

23



Barbieri, G.J.L.S

Figura 1 - Estrutura quimica das Aflatoxinas.
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Fonte: FOGUEL (2011).

A AFB1 €& uma Mtx termorresistente de formula Ci7H1206 € peso
molecular de 312,28 g.mol-1, apresenta alto ponto de fusao, sendo destruida
a temperatura igual ou superior a 268°C. E um composto quimico soltivel em
solventes organicos como cloroférmio, metanol, dimetilsulfoxido e acetonitrila.
Esta substancia € instavel na presenca de radiacao ultravioleta, oxigénio e sob
condicoes extremas de pH (3 > pH >10) (SILVA, 2005). A umidade relativa do
ar acima de 85% e temperatura em torno de 27°C sao fatores que favorecem

a sintese de AFB1 (PRADO, MATTOS e PEREIRA, 1989).
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A AFB1 ¢é encontrada com frequéncia em amendoim, cereais,
oleaginosas e especiarias. A contaminacao dos alimentos pode ocorrer no
campo, durante a colheita, armazenamento e transporte (BRAGA, CARDOSO
e MACEDO, 2002). Diversos estudos tém relatado que essa Mtx apresenta
propriedades carcinogénica, teratogénica, mutagénica e imunossupressora
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993; SHARMA,
1993; HANIOKA et al, 2012).

2.2.1 Biossintese da Aflatoxina B1

A via biossintética da AFB1 envolve diversas reacoes bioquimicas (Fig.
2). O primeiro passo inicia-se com a formacao do henanoil-CoA pela
associacao do acetato com o malonil-CoA catalisada pela enzima acido graxo
sintetase. Na sequéncia a enzima policetideo sintase o converte em acido
norsolorinico. Este por sua vez, apos diversas conversoes enzimaticas €
transformado em versicicolorina B, tltimo metabodlito comum na biossintese
das aflatoxinas. A partir deste ponto a via pode seguir dois caminhos distintos,
um deles levara a formacao de ABF1/B2 e o outro a AFG1/G2. Para sintetizar
a AFB1 este metabolito segue a seguinte sequéncia de conversoes:
versicolorina  A; dimetilesterigmatocistina; esterigmatocistina; O-

metilesterigmatocistina; aflatoxina B1 (SWEENEY e DUBSON, 1999).
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Figura 2 - Esquema da biossintese das aflatoxinas.
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2.2.2 Toxicologia

A AFB1 devido a sua alta liposolubilidade e baixo peso molecular é
absorvida de forma rapida pelo trato gastrointestinal (IARC, 2002). Esta ocorre
por difusdo passiva e apoés absorcao € distribuida em pequenas quantidades
nos diversos orgaos, sendo o figado a principal rota de detoxificacdo. A
biotransformacao consiste de um importante processo de eliminacdo de
substancias toxicas do organismo. Através desse mecanismo, agentes nocivos

sao transformados em compostos menos reativos para serem eliminados.

A biotransformacao hepatica da AFB1 é mediada por um conjunto de
enzimas microssomais pertencentes a familia do citocromo P450 (CYP1A2,
3A4, 3A5 e 3A7). A acao das diferentes enzimas pode promover distintas
reacoes na AFB1, nas reacoes de hidroxilacao ocorre formacao das aflatoxinas
M1 (AFM1) e Q1 (AFQ1), a hidratacao forma B2a (AFB2a), a reacdo de o-
demetilacao produz a aflatoxina P1 (AFP1), ja a reducao da AFB1 produz o
aflatoxicol (AFL) e a reacao de epoxidacado produz o composto 8,9 epoxido ou
AFB1l-epoxido (Fig. 3) (BIEHL e BUCK, 1987). O metabdlito AFB1-epoxido
ainda pode se conjugado com a glutationa redutase pela acao da enzima
glutationa-S-transferase (GTS), representando outra importante forma de

detoxificacao da AFB1 pelo organismo humano (SANTELLA, 2007).

A biotransformacao da AFB1 induz a chamada “ativacao metaboélica” da
AFB1, a qual produz substancias ainda mais toxicas, como € o caso do
composto AFBl-epoxido (HUSSEIN E BRASEL, 2001). Este metabolito € o
responsavel pela atividade carcinogénica e mutagénica da AFB1, pois tem a
capacidade de se ligar ao acido desoxirribonucleico (DNA) e induzir a
modificacdo da sua estrutura e atividade biolégica. Dessa forma, tem sido
sugerido que a AFB é um pro-cancerigeno, pois para manifestar seus efeitos

toxicos, esta Mtx requer primeiro uma bioativacao (OGIDO, 2003).
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Figura 3 —Via metabolica da AFB1.
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Quando o AFB1-epoxido liga-se ao DNA ocorre a formacao de adutos
(lesao bioquimica primaria) (WILD e MONTESANO, 2009). Os quais se
originam através de uma ligacao covalente do carbono C8 do AFB1-epoxido
com o nitrogénio N7 dos residuos de guaninas da molécula de DNA (Fig. 4).
Este complexo durante o processo de replicacao do DNA se intercala causando
mutacao (substituicao da base nitrogenada guanina por timina), ao nivel do
codon 249 do gene supressor de tumores pS3. Essa alteracao prejudica a
atividade desse gene, acelerando a proliferacdao celular e o processo de
formacao de tumores. Esse tipo modificacdo de tem sido observado em
diversos tipos de carcinomas, principalmente no hepatico (STEYN e

STANDER, 1999; FERREIRA et al, 2006).

Figura 4 — Esquema da formacao do adutos aflatoxina-DNA.
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O acido ribonucléico e as proteinas sao outras estruturas que podem
formar adutos e consequentemente provocar morte celular decorrente da
inativacao de macromoléculas essenciais as células. Além disso, a quantidade
de adutos formados e a ocorréncia de tumores hepaticos demonstrou uma
relacao diretamente proporcional com a dose ingerida de AFB1 (FERREIRA et
al, 2006). Considerando os resultados observados em modelos animais e
evidéncias epidemiologicas encontradas em humanos a Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer considera a AFB1 como um carcinégeno humano

(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993).

Outra caracteristica da AFB1 € de promover a teratogénese e alguns dos
efeitos decorrentes deste processo foram observados em estudos realizados
com animais (WANGIKAR et al, 2005; NIKNEJAD et al, 2012). Menor numero
de nascimentos vivos, baixo peso médio dos nascidos vivos, atraso no
desenvolvimento fisico, malformacao do esqueleto e sistema nervoso, fenda
palatina e imunossupressao sao algumas das alteracoes fetais observadas

(KIHARA et al, 2000; WILD e TURNER, 2002).

2.2.3 Regulamentacao para Aflatoxinas

Tendo em vista o grande potencial da AFB1 em causar danos a saude,
alguns paises decidiram estabelecer o limite maximo da Mtx em alimentos
(Tabela 1). A legislacao europeia estabelece como a quantidade maxima de
AFB1 2ug/kg, onde acima desse nivel, manifestacoes toxicas podem surgir

induzindo o cancer no figado (CASTILLO et al, 2015).

Até recentemente, o Brasil nao possuia uma legislacao propria sobre os
limites maximos de Mtxs tolerados nos alimentos (NUNES, 2008). Em 2011, a
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, aprovou o
Regulamento Técnico sobre limites maximos tolerados de Mtxs em alimentos,
a resolucao - RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011. Nesse documento fica

disposto o limite maximo tolerado (LMT) de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e AFM1
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permitido para diversos tipos de alimentos, conforme pode ser observado na

Tabela 1.

Tabela 1 — Limites maximos tolerados de

aflatoxinas em alimentos.

Pais Micotoxinas Alimento LMT (pg/Kg)
Aflatoxina M1 Leite fluido 0,5
Leite em po S5
Queijos 2,5
Cereais e produtos de cereais, 5
exceto milho e derivados,
incluindo cevada maltada
Feijao 5
Castanhas exceto Castanha- 10
do-Brasil, incluindo nozes,
pistachios, avelas e
amendoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com 20
Brasil Aflatoxinas B1, B2, Gl e G2 | €asca para consumo direto
Castanha-do-Brasil sem 10
casca para consumo direto
Castanha-do-Brasil sem 15
casca Ppara processamento
posterior
Alimentos a base de cereais 1
para alimentacao infantil
(lactentes e criangas de
primeira infancia)
Formulas infantis para
lactentes e formulas infantis
de seguimento para lactentes 1
e criancas de primeira
infancia
Amendoas de cacau 10
Produtos de cacau e 5
chocolate
Especiarias: Capsicum spp.
(o fruto seco, inteiro ou
triturado, incluindo
pimentas, pimenta em po,
pimenta decaiena e 20
pimentao-doce); Piper spp. (o
fruto, incluindoe a pimenta
branca e a pimenta preta)
Myristica fragrans (noz-
moscada) Zingiber officinale
(gengibre); Curcuma longa
(curcuma). Misturas  de
especiarias que contenham
uma ou mais das especiarias
acima indicadas
Amendoim (com casca), 20
(descascado, cru ou tostado),
pasta de amendoim ou
manteiga de amendoim
Milho, milho em grao (inteiro, 20
partido, amassado, moido),
farinhas ou sémolas de milho
Aflatoxina B1 Cereais e produtos 2
processados
Uniao europeia Aflatoxinas (total) Cereais e produtos 4
processados
Austrélia Aflatoxinas (total) Todos os alimentos 5
Japao Aflatoxinas (total) Todos os alimentos 10
Singapura Aflatoxinas (total) Todos os alimentos 0
Suécia Aflatoxinas (total) Todos os alimentos 5
Estados unidos Aflatoxinas (total) Todos os alimentos 20
Aflatoxina B1 Todos os alimentos 2
Aflatoxinas (total) Todos os alimentos 4
Alemanha Aflatoxinas (total) Alimentos infantis (cereais, 0,05

leite, dentre outros)

Fonte: Adaptado de Fonseca (2016)
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Devido as sérias implicacoes que a presenca de aflatoxinas pode conferir
para a saude dos seres humanos e animais, € de fundamental importancia a
manutencao da qualidade dos alimentos. A qual pode ser alcancada atraveés
da utilizacao de um programa de monitoramento de Mtxs, o qual constitui um
procedimento pratico, capaz de garantir a qualidade sanitaria do alimento,

através da utilizacao de técnicas de analise adequadas.

2.2.4 Métodos de deteccao de Aflatoxina B1

O monitoramento da AFB1 é de extrema importancia para garantir a
seguranca do consumidor. Os principais métodos utilizados na deteccao de
AFB1 sao cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE) e a cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de
massa (CL-EM) (IAMANAKA, OLIVEIRA E TANIWAK, 2010). Estas analises
cromatograficas sado consideradas os meétodos oficiais na determinacao de
aflatoxinas e a CCD e CLAE sao os métodos mais utilizados para determinar

quantitativamente aflatoxinas (KOLOSOVA et al, 20006).

De forma geral, a cromatografia consiste numa técnica utilizada para
separar componentes de uma matriz complexa, como por exemplo, um
alimento. Nessa ferramenta a amostra € transportada por uma fase movel, que
pode ser um gas, liquido ou um fluido supercritico (fluido denso formado a
partir do aquecimento de um gas acima da temperatura critica juntamente
com a compressao acima da pressao critica). Essa fase movel é entao forcada
através de uma fase estacionaria imiscivel fixa colocada na coluna ou em uma
superficie solida. Os diferentes tipos de cromatografia surgem das diferencas
entre as fases utilizadas e os mecanismos de separacao envolvidos (CECCHI,

2003).

A CCD representa a técnica mais simples e econoémica, através da qual
€ possivel obter de forma rapida e significativa a separacao das Mtxs a partir

de uma mistura complexa. Essa caracteristica faz com que esta técnica
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apresente boa especificidade e sensibilidade. Apesar de ser uma metodologia
utilizada em processo de triagem de Mtxs, sao verificadas variacoes
significativas na reprodutibilidade entre as analises (CAST, 2003; KOLOSOVA
et al, 2006). A CLAE ¢é a metodologia mais utilizada na determinacao de Mtxs,
pois consegue identificar baixos niveis de contaminacao revelando uma
excelente sensibilidade e representando um bom método quantitativo. O
mesmo € adotado pela AOAC como método oficial para identificacao de Mtxs
em diversos tipos de alimentos (SENGUL, 2016). A CL-EM € um método rapido
e pratico e representa uma poderosa ferramenta para triagem, identificacao e
mensuracao de um grande numero de Mtxs, sem a necessidade de

manipulacao pos-coluna (PITTET, 2005).

As técnicas cromatograficas sao consideradas o padrao ouro na
determinacao de Mtxs. Contudo, as suas limitacdes sao aparato instrumental
de alto custo, técnicos especializados, utilizacao de solventes toxicos, extrema
limpeza das amostras, além de exigir tempo para obtencao dos resultados
(CHU et al, 1988; SYDENHAM e SHEPHARD, 1996; STROKA e ANKLAM,
2002).

Nesse contexto, os imunoensaios tornaram-se uma ferramenta analitica
alternativa para a analise de Mtxs em alimentos, destacando-se o ensaio
imunoenzimatico ELISA (do inglés, enzyme linked immunosorbent assay). Esta
técnica € desenvolvida em microplacas contendo varios pocos onde sao
depositados os reagentes e baseia-se na interacao antigeno-anticorpo. A
reacao ocorre por meio da identificacdo de anticorpos e/ou antigenos através
de anticorpos marcados com uma enzima, de maneira que o substrato sofre
uma reacao enzimatica que resulta na modificacado da cor do cromogeno. O
produto da reacao, além de colorido, é insoluvel para nao difundir do local da
formacao (FRANK, 2004). Apresenta algumas vantagens como rapidez, boa
sensibilidade e simplicidade, entretanto pode apresentar algumas
desvantagens em relacao a alguns tipos de alimentos, pois podem ocorrer
interacoes inespecificas do anticorpo com os constituintes do alimento como

acidos graxos e proteinas (HEFLE, 1995; BARNA-VETRO et al, 1996).
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Desta forma, a partir do exposto € perceptivel a necessidade do
desenvolvimento de novas ferramentas destinadas a deteccao de AFB1 em
alimentos que superem as limitacoes dos métodos atuais. Nesse contexto, os
imunossensores representam uma alternativa promissora para a deteccao

rapida, simples e com boa sensibilidade da AFB1.

2.3 Biossensores

Os biossensores sao instrumentos analiticos que apresentam uma
molécula biolégica ou biomimética conectado a um transdutor capaz de
reconhecer um agente especifico. A molécula de bioreconhecimento € capaz de
detectar a presenca, a atividade ou a concentracao da amostra em analise
(D’ORAZIO, 2003). A camada sensora pode ser constituida de qualquer tipo
de elemento capaz de ligar-se a um substrato alvo. Destacam-se como
elementos de reconhecimento, os microrganismos, anticorpos, antigenos,
oligonucleotideos, lectinas, enzimas, aptameros e polimeros de impressao
molecular — PIM (matrizes sintetizadas, que possuem a capacidade de
reconhecer e interagir com a molécula alvo) (D’'ORAZIO, 2003). A escolha do
material a ser utilizado como camada sensora e do elemento de transducao
dependem das caracteristicas dos compostos que serdo analisados e do

proprio elemento de bioreconhecimento, respectivamente.

O principio de deteccao é baseado na interacao entre a molécula sensora
e o analito (Fig. 5). Apos esta ligacao especifica ocorrem alteracoes de algumas
propriedades fisico-quimicas que sao captadas e transformadas em um sinal
elétrico proporcional as concentracoes da substancia alvo pelo transdutor. As
principais mudancas visualizadas sao alteracoes de pH, transferéncia de
elétrons, alteracao de massa, transferéncia de calor, liberacao de gases ou ions

especificos (VELASCO-GARCIA e MOTTRAM, 2003).
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Figura 5 - Representacado esquematica do funcionamento de um biossensor.
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2.3.1 Classificacao dos sistemas de transducao

Os transdutores eletroquimicos apresentam a propriedade de mensurar as
alteracoes eletroquimicas decorrentes da reacao de bioreconhecimento
(CONROY et al, 2009). Os biossensores eletroquimicos podem ser classificados
em quatro classes, potenciométrico, amperomeétrico, condutimeétrico e
impedanciometrico. Na primeira, uma corrente elétrica constante é aplicada
enquanto o transdutor faz a leitura da diferenca de potencial produzida entre
os dois eletrodos. No caso do amperométrico, quando um potencial elétrico é
aplicado ocorre processo de oxido-reducao das espécies eletroativas que geram
uma corrente, sendo esta mensurada. Os biossensores condutimétrico e
impedanciométrico fazem a leitura das alteragcées de condutancia apos a
aplicacao de um potencial alternado e detecta a variacoes de impedancia do
eletrodo, respectivamente. (D’'ORAZIO, 2003; RUMAYOR, 2005; RAHAIE e
KAZEMI 2010).

Os biossensores de fibra optica, ressonancia de plasmons e de ondas

evanescentes sao denominados de biossensores oOpticos. Apresentam como
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principio as alteracdes na absorcao, luminescéncia, fluorescéncia, dispersao
ou indice de reflexdao da luz apos interacao fisico-quimica do analito com a

camada sensora (VELASCO-GARCIA e MOTTRAM, 2003).

Os sensores de fibra optica consistem de uma fibra 6ptica onde em uma
das extremidades € imobilizada a molécula sensora e na outra o substrato
alvo. A deteccao € realizada por meio de mudancas captadas por um marcador
opticamente ativo. Corantes sensiveis ao pH, a concentracao de oxigénio,
peroxido de hidrogénio, moléculas fluorescentes e bio ou quimioluminescentes
sao exemplos de marcadores que podem ser utilizados com essa finalidade

(MELLO e KUBOTA, 2002; RUMAYOR et al, 2005).

A ressonancia de plasmons de superficie € um evento 6ptico que ocorre
quando a luz polarizada interage com filmes finos metalicos. Este gera um
campo evanescente que excita os plasmons da superficie, que sao oscilacoes
eletromagnéticas que se propagam na interface prisma/metal para um
determinado angulo de incidéncia da luz, chamado de angulo de ressonancia.
Este, por sua vez modifica-se apoés o processo de bioreconhecimento
proporcionalmente a concentracao do analito (HALL, 2002; RUMAYOR et al,
2005).

Alguns sensores se baseiam no fenémeno de ondas evanescentes que
sao decorrentes da reflexao interna total da fluorescéncia. Neste tipo de sensor
é gerado um campo evanescente quando a radiacao € transmitida por reflexao
interna total meio através de um guia de onda. Nesta técnica a interacao das
moléculas fluorescentes imobilizadas modifica sua fluorescéncia e as
variacoes de transmissao podem ser mensuradas e relacionadas com a

concentracao do analito (PATEL, 2002; RUMAYOR et al, 2005).

Os transdutores piezelétricos sao constituidos por um material
piezelétrico, como por exemplo, o quartzo, que pode entrar em ressonancia
quando um campo elétrico alternado € aplicado. Nesse tipo de transdutor
modificacoes na frequéncia de oscilacdo sao correlacionadas com as

mudancas de massa na superficie de um cristal de quartzo. Ou seja, a
36



Barbieri, G.J.L.S

imobilizacao de molécula na superficie, assim como, o processo interacao
molecular produzem modificacoes na massa e consequente variacao na

frequéncia de oscilacao. (CHANG et al., 2000, TANIWAKI et al., 2006).

Os transdutores térmicos detectam a variacao de temperatura por meio
de termoresistores. No processo de deteccao, ocorrem reacoes exotérmicas € o
calor gerado pode ser relacionado com a concentracao do analito (CHANG et

al, 2000; RUMAYOR et al, 2005).

Os transdutores nanomecanicos apos ocorrer interacdo da camada
biossensora com a molécula alvo ocorrera tanto alteracdoes na tensao
superficial do liquido como modificacdées na deflexdao e/ou frequéncia de
ressonancia da microplaca de silicio (ALVAREZ et al., 2003; RUMAYOR et al.,
2005).

2.3.2 Classificacao dos  biossensores quanto ao elemento de

bioreconhecimento

Tipo de interacao, método de deteccao, elemento de bioreconhecimento e
sistema de transducao sao algumas variaveis utilizadas para classificar os
biossensores. De acordo com o tipo de interacdo os biossensores podem ser
classificados como de bioafinidade na qual ocorre uma ligacao especifica entre
o receptor e a molécula objeto de estudo; e os biocataliticos que empregam
biocatalizadores como, por exemplo, enzimas para favorecer reacoes quimicas

(RAHAIE e KAZEMI 2010).

Com base no método de deteccao podem ser classificados em diretos e
indiretos. No primeiro caso, serao captadas alteracoes fisico-quimicas
decorrentes da formacao de um complexo entre elemento de reconhecimento
e o analito, ja no segundo as alteracoes captadas sao provenientes da
formacao de uma substancia apos a interacdo receptor-molécula alvo. Em

relacdo ao elemento de reconhecimento, diversas moléculas podem ser
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utilizadas, tais como célula, organela, enzima, anticorpo, acido nucléico,

tecido, aptameros, PIM, acido nucléico peptideos (RAHAIE e KAZEMI 2010).

2.3.2.1 Imunossensores

De acordo com a variavel elemento de bioreconhecimento, o anticorpo
representa uma molécula utilizada como camada sensora. Neste caso, o
biossensor passa denominar-se imunossensor. A base do funcionamento do
imunossensor € a formacao de um complexo estavel entre o antigeno e o
anticorpo, resultado da especificidade do reconhecimento molecular (LUPPA

et al., 2001).

Anticorpos (Ac) (Fig. 6) sao moléculas de glicoproteinas produzidas por
linfécitos B em resposta a um agente estranho, apresentam grande afinidade
por moléculas especificas, chamadas de antigenos (Ag). Os Ac sao constituidos
por dois sitios, chamados de porcao variavel (Fab), responsavel pela ligacao
aos Ag, e porcao cristalizavel (Fc), responsavel pela variacdo de classe nos
anticorpos. A interacdo antigeno-anticorpo geralmente sao interagoes de van
der Waals que ocorrem nos epitopos (Fab) do anticorpo, associado a pelo
menos uma ligacdo de hidrogénio. Dessa forma, a imobilizacdo de forma
ordenada e orientada do anticorpo na superficie do transdutor é
extremamente importante. Para a correta ligacao, a porcao Fc deve ser ligada
ao transdutor para manter as porcoes Fab livre o reconhecimento com o

antigeno (FERREIRA e YAMANAKA, 2006).

Na construcdao de imunossensores tem sido utilizado anticorpos
monoclonais (Mab). Essas estruturas sao produzidas a partir de linfocitos B
clonados e imortalizados para produzir anticorpos com a mesma estrutura,
especificidade, afinidade e ligando-se a um unico epitopo (POHANKA et al.,
2009). Nesse contexto, imunossensores que utilizam Mab apresentam uma

maior eficiéncia.
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Figura 6 — Representacao do anticorpo e suas regioes.
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Fonte: BLAU, MENEGON e CHUNG (2006)

2.3.3 Técnicas para Imobilizacao de Biomoléculas

A imobilizacao do anticorpo sob a superficie do transdutor € um passo
crucial no desenvolvimento dos imunossensores, pois deve permitir uma
maior estabilidade e a manutencao da atividade biologica do anticorpo. A
escolha do método apropriado varia de acordo com algumas condi¢cdées como
o analito, o receptor, o transdutor e as condicoes operacionais do
imunossensor. Os métodos mais utilizados na imobilizacao de biomoléculas
sao: adsorcao fisica, ligacao covalente, ligacao cruzada (cross-linking) e
aprisionamento ou oclusao (TEDESCHI et al., 2003; RUMAYOR et al., 2005;
MELLO e KUBOTA, 2002) (Fig. 7).

Um exemplo de adsorcao fisica € o processo onde a biomolécula é
dissolvida em um solvente adequado e por imersao o eletrodo &€ exposto a
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solucao. Por meio deste método a biomolécula € imobilizada sobre a superficie
do transdutor através de ligacoes tipo Van der Waals, pontes de hidrogénio,
ligacoes idnicas. Essa técnica € bastante empregada por ser simples, rapida,
de baixo custo e eficiente. Entretanto, apresenta a possibilidade de dessorcao
da biomolécula visto que as forcas de interacao sao frageis e podem sofrer
influéncia do pH, temperatura e forca iénica do meio (SOUZA, 1997; D’'SOUZA,
2001).

Na técnica de ligacao covalente, a imobilizacao ocorre através de ligacoes
quimicas entre os grupos reativos do substrato e os grupos funcionais da
biomolécula que nao sejam indispensaveis a atividade biologica. Esta técnica
€ bastante estavel o que diminuiu a possibilidade de dessorcao da molécula.
Apresenta o inconveniente de exigir maior tempo para ser realizada e nao
permitir a regeneracao da matriz suporte (COSNIER, 1999; D’SOUZA, 2001;
MELLO E KUBOTA, 2002).

O meétodo de ligacao cruzada permite que as moléculas se liguem
formando uma rede tridimensional sobre a superficie de um suporte solido
através de um reagente bi ou multifuncional como glutaraldeido, hexametileno
di-isocianato, 2,4 dinitro-benzeno. E um método atrativo por ser simples, de
custo moderado, apresenta elevada estabilidade a variacoes de pH e
temperatura. Apresenta algumas limitacoes como elevada toxicidade de
alguns reagentes, dificil controle da reacdo de imobilizacao, grande
quantidade de biomaterial necessario para reacao e nao € possivel regeneracao

(GIL et al., 1999; D’SOUZA, 2001; MELLO E KUBOTA, 2002).

No método de aprisionamento ou oclusdo a biomolécula fica limitada ao
interior dos espacos das ligacdoes covalentes cruzadas que deram origem a
uma matriz polimérica ou porosa. Esta € uma técnica simples, de baixo custo,
exige pouco material biolégico, o elemento de reconhecimento fica mais
proximo do transdutor e ndo permite modificacoes do sensor biologico.

Apresenta alguns problemas como, ligacao fragil, possibilidade de
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impedimento estérico, nao € possivel a regeneracao (MELLO E KUBOTA, 2002;
D’SOUZA, 2001; EDSON, 2012).

Figura 7 - Representacdo dos métodos de imobilizacao de biomoléculas
(circulo vermelho com letra B).

loYolo) )

a) adsorgao b) Ligacao covalente

¢) Ligacao cruzada d) aprisionamento

Fonte: SILVA (2013)

2.3.4 Aplicacoes dos Biossensores

Em 1962 Clark e Lyons desenvolveram o primeiro biossensor para
mensurar a pressao de oxigénio, este foi baseado na imobilizacao da enzima
glicose oxidase em uma membrana de acrilamida sobre a superficie de um
eletrodo amperométrico de platina. O principio de funcionamento deste
biossensor denominado até entdo de “eletrodo enzima”, consistia na oxidacao

do substrato da D-glicose formando o produto D-glucono-6-lactona (acido
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glutamico) catalisada pela enzima glicose oxidase. Nesse processo uma
demanda de oxigénio era exigida e tal consumo era proporcional a
concentracao da glicose. Entao, a partir de 1975, a empresa Yellow Springs
Instrument Company comecou a comercializar esse sensor enzimatico.

(RUMAYOR, 2005).

O primeiro biodispositivo que utilizava microrganismos vivos
imobilizados como camada biossensora foi desenvolvido no ano de 1977.
Nesse biossensor os microrganismos foram imobilizados sobre a superficie de
um eletrodo sensivel a amoénia com o objetivo de desenvolver uma plataforma
capaz de detectar o aminoacido arginina. Devido a sua seletividade o
dispositivo recebeu a denominacao de sensor bio-seletivo e posteriormente de
biossensor. E foi a partir desse momento que o termo biossensor surgiu na

literatura cientifica (D’ ORAZIO, 2003).

A tecnologia dos biossensores aplica-se a diversas areas cientificas,
como controle de qualidade de alimentos e ambiental, no diagnéstico clinico,
na industria farmacéutica. O interesse no uso desses dispositivos na area
alimenticia tem aumentado devido a possibilidade de combinar uma
tecnologia extremamente sensivel, capaz de miniaturizacao e de fornecer
resultados em tempo real. Os biossensores representam uma importante
ferramenta que podem ser utilizadas no controle de qualidade de alimentos,
visando a determinacdo de contaminantes alimentares, a fim de garantir a
inocuidade dos produtos alimenticios. (VELASCO-GARCIA e MOTTRAM,
2003; ROGERS, 2006; BALLERSTADT et al., 2006; KAPPEL et al., 2007;
VALIMAA et al., 2010; MARAGOS e BUSMAN, 2010).

Na construcdao de biossensores vem sendo utilizado eletrodos
quimicamente modificados (EQM) com a finalidade de melhorar a resposta
eletroquimica e consequentemente os resultados obtidos. Desta forma, a
utilizacdo de monocamadas auto-organizadas (do inglés, self-assembled

monolayers - SAM) e nanoparticulas magnéticas sao duas estratégias
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interessantes para imobilizacao de biomoléculas e construcao de sistemas

biossensiveis.
2.4 Eletrodos Quimicamente Modificados

A expressao eletrodo quimicamente modificado foi utilizada pela
primeira vez por Moses e col. em 1975 para nomear a modificacao da
superficie de eletrodos com espécies quimicamente ativas. (MOSES, WIER E
MURRAY, 1975). A modificacdo da superficie do eletrodo representa uma
estratégia bastante interessante, pois possibilita que o eletrodo modificado
passe a apresentar as novas propriedades fisico-quimicas da espécie
eletroativa que foi imobilizada sob sua superficie. Dessa forma, através das
modificacoes superficiais € possivel desenvolver interfaces eletroquimicas
efetivas, com a reatividade e seletividade desejadas, permitindo o
desenvolvimento de dispositivos com as mais diversas aplicacoes (SOUZA,

1997; JANEGITZ, MARCOLINO JR e FATIBELLO-FILHO, 2007).

A utilizacao de EQM é extremamente Util dentro da eletroanalise, uma
vez que permite minimizar alguns problemas que podem surgir de alteracoes
na cinética de transferéncia de elétrons entre o analito e a superficie
eletrodica. Este processo de transferéncia, por exemplo, pode se apresentar
muito lento e consequentemente influenciar na sensibilidade de deteccao de
compostos, assim como na seletividade das determinacdes. Portanto, o
emprego dos EQM € uma alternativa que aumenta a eficiéncia dos eletrodos
convencionais e a aplicabilidade, pois contorna tais problemas (GALLI et al.,

2006; LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).

Atualmente existem diferentes possibilidades de realizar modificacdo em
superficies eletrodicas e dentre elas podemos destacar a formacao de SAM
(FERRETI et al., 2000; CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002). SAM € uma camada
de espessura molecular formada pela auto-organizacao espontanea de
moléculas de maneira ordenada, por meio de adsorcao quimica de um grupo
funcional sobre uma superficie solida (ARYA et al, 2009). O alto grau de

organizacao das SAM é garantido através de interacoes hidrofobicas entre as
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longas cadeias carbonadas ligadas a um grupo funcional. Varias moléculas
tém sido utilizadas na formacao de sistemas organizados, como por exemplo,
alquil, alcodis, aminas, tidis etc. Dentre os materiais utilizados como suporte

temos platina, ouro, prata e outros (FREIRE, PESSOA e KUBOTA, 2003).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse na utilizacao das SAM para o
desenvolvimento de imunossensores, pois esta técnica representa uma
maneira simples de construir uma camada ultrafina, organizada, reprodutivel
e estavel sendo adequada a imobilizacao de anticorpos. Dessa forma, a técnica
SAM oferece um ambiente propicio ao desenvolvimento de biodispositivos com

alta sensibilidade e reprodutibilidade (LI et al., 2015).

Em decorréncia da alta afinidade de grupos SH com o ouro (Au), que
formam ligacoes Au-S fortes e estaveis tem aumentado a atencao para as SAM
formadas por SH, uma vez que esse tipo de estrutura representa uma
excelente plataforma para construcao de dispositivos eletronicos

biomoleculares como os imunossensores (GALAL, ATTA e EL-ADS, 2012).

Dentro desse contexto, a cisteina que € um aminoacido que apresenta
em sua estrutura trés grupos funcionais, -SH, -COOH e -NH> (JIANG et al.,
2013) (Fig. 8) representa uma molécula interessante para construcdo de SAM
e por consequéncia imobilizacdo de anticorpos. Uma vez que esta molécula
pode ser ancorada a superficie do eletrodo de ouro através de uma ligacao
covalente do grupo tiol (-SH). O anticorpo pode ser imobilizado covalentemente
sobre a SAM por meio de uma ligacdo amida entre os grupos carboxilicos

ativados da cisteina e os grupos aminos do anticorpo.

Figura 8 — Estrutura quimica da cisteina.
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Fonte: http:/ /www.sigmaaldrich.com. Acesso em 04/01/2016.
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Outra molécula que merece destaque na construcao de SAM é o acido
mercaptobenzoico (MBA). O MBA é uma molécula que apresenta dois grupos
funcionais em sua estrutura, -SH, o qual permite um a ligacao estavel com a
superficie do eletrodo de ouro e um -COOH livre que interage com as
nanoparticulas de oxido de ferro modificadas com um grupo NH> (NPsFe3O4-
NH>) (Fig. 9) (ZAMBORINI et al., 2002; MICHOTA e BUKOWSKA, 2003; WANG
et al., 2011; ZHOU et al., 2011).

Figura 9 - Estrutura quimica do acido mercaptobenzoico.
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Fonte: http:/ /www.glentham.com. Acesso em 04/01/2016.

Nanoparticulas (Nps) sdo particulas de dimensoes nanométricas. Esta é
uma dimensao extremamente pequena, da ordem de 1 a 100 nanémetros. As
Nps apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes das particulas
macroscopicas (ESTEVES et al., 2004). Por apresentarem tais propriedades as
Nps facilitam a transferéncia de elétrons, podendo ser modificadas por uma
variedade de ligantes e biomoléculas e utilizadas na construcao de sensores

(bio)quimicos (WANG, 2005; RONKAINEN e OKON, 2014).

As nanoparticulas de magnetita sdo uma classe de nanomaterial que
tem sido extensivamente utilizado no desenvolvimento de biossensores, pois
oferecem diversas vantagens como melhora da biocompatibilidade, aumento
da area superficial, superparamagnetismo e boa dispersibilidade (GUBIN et
al., 2005; TARTAJ et al., 2003; SILVA et al., 2013; CASTREJON-PARGA et al.,
2014). As NpsFe304-NH> utilizadas neste estudo fornecem varios sitios para
ligacao covalente com anticorpos, constituindo uma plataforma adequada

para construcao de um imunossensor para deteccao de Mtxs.
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2.5 Técnicas eletroquimicas

Técnicas eletroquimicas sao baseadas em fenomenos de 6xido-reducao
em solucoes eletroliticas. Essas técnicas estudam propriedades elétricas
mensuraveis como potencial e corrente de um analito numa célula
eletroquimica submetido a uma diferenca de potencial. Os métodos
eletroquimicos possibilitam a construcdo de ferramentas com maior
sensibilidade, rapidez e possibilidade de miniaturizacao diferente das outras
técnicas de deteccao de MTXs, inclusive no desenvolvimento de
imunossensores. Portanto nessa secado iremos abordar duas técnicas
eletroquimicas, a Voltametria Ciclica (VC) e Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE) com o objetivo principal de aplica-las para o

desenvolvimento de um imunossensor para AFB1.

2.5.1 Voltametria Ciclica

A VC é uma técnica utilizada para adquirir informacodes qualitativas
sobre processos eletroquimicos. Seu principal uso é a deteccao de espécies
eletroativas presentes na solucao eletrolitica. A eficiéncia desta técnica é
decorrente da rapidez no fornecimento de informacoes sobre os processos de
oxido-reducao que ocorrem na superficie dos eletrodos e que promovem a

modificacao da cinética de transferéncia de elétrons (BRETT e BRETT, 1996).

A determinacao do analito por VC s6 é possivel se este composto for
eletroativo, ou seja, que apresente a capacidade de oxidacado ou reducao em
uma regido de potencial aplicado, na qual a transferéncia de elétrons seja
favoravel termodinamicamente ou cineticamente, dessa forma, criando um

fluxo de elétrons (BRETT e BRETT,1996; BARD e FAULKNER, 2001).

Esta técnica consiste em aplicar uma variacao de potencial em funcéao
do tempo entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, variando entre um
valor maximo e minimo de potencial que corresponde ao inicio e término da
varredura em cada um dos sentidos do potencial (CIRNE E PATACAS, 2007).

O parametro aplicado € o potencial (E) e o parametro mensurado € a corrente
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resultante (i). O potencial (Fig. 10) aplicado € varrido linearmente e tem uma
forma triangular (LOJOU e BIANCO, 2006). Durante a varredura do potencial,
o potenciostato mede a corrente resultante desta corrente versus potencial

aplicado.

Figura 10 - Variacao da aplicacao do potencial com o tempo em voltametria ciclica.
Ciclo1 E

E \i /

Ei

Fonte: KISSINGER e HEINEMAN (1983).

As informacoes sobre o analito sao obtidas por meio da medicao da
magnitude da corrente elétrica obtida pela transferéncia de elétrons durante
o processo de oxirreducao (Eq. 1). A quantidade de analito presente na
interface do eletrodo e na célula eletroquimica € correlacionada com a
magnitude da corrente gerada. E o registro da corrente em funcao do potencial

€ denominado voltamograma (Fig. 10).

O +ne-<—R (1)

Na equacao em questao O é a forma oxidada do analito e R, a forma reduzida

(BARD e FAULKNER, 2001).

A corrente total gerada € constituida de duas componentes, a corrente
capacitiva, resultante da redistribuicao de cargas e espécies na superficie do
eletrodo e a corrente faradaica relativa a reacao de oxireducao da espécie em

estudo no eletrodo.
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Inicia-se a aplicacao do potencial negativo onde nenhuma oxidacao
ocorre, com o aumento do potencial para regioes mais positivas (anddica)
ocorre a oxidacao do composto em solucao. O rapido aumento da corrente
anodica gera um pico de corrente proporcional a concentracdao deste
composto, quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma
reacao de oxidacao ocorre. Posteriormente, o potencial & varrido no sentido
inverso até o valor inicial e, no caso de uma reacao reversivel, os produtos que
tiveram sido gerados no sentido direto serdao reduzidos, gerando um pico

simétrico ao pico de oxidacao (Fig. 11) (KISSINGER e HEINEMAN, 1983;
LOJOU e BIANCO, 2006).

Figura 11 - Esquema representativo de um voltamograma ciclico.
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Fonte: Adaptado de Pharmacy Brighton (2016).

2.5.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) € um método que
fornece informacoes detalhadas sobre as propriedades dielétricas da interface
eletrodo/solucdo. E frequentemente utilizada para estudar o comportamento

dielétrico de um sistema, no qual varios processos fisico-quimicos inter-
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relacionados acontecem em distintas velocidades (DONG et al., 2001; KATZ e
WILLNER, 2003). A técnica vem sendo amplamente utilizada em estudos de
membranas, suspensoes sanguineas, tecidos biologicos, sistemas coloidais e

SENSOres.

O principio de funcionamento desta técnica envolve a aplicacao de um
estimulo elétrico entre os eletrodos dispostos em uma amostra de interesse e
a observacao da resposta. O referido estimulo consiste na aplicacao de um
pequeno potencial elétrico ou corrente sobre o sistema que esta sendo
investigado. O sistema € submetido a aplicacao de um potencial sobre a qual
€ imposta uma variacao senoidal de potencial de pequena amplitude (BARD e
FAULKNER, 2001). Este por sua vez causa alteracoes minimas no sistema,
reduzindo desta forma possiveis erros causados pela técnica de medicao. Este
método possibilita que o sistema seja submetido a pequenos valores de
potencial elétrico, em torno de milivolts, de forma a tornar possivel a
investigacao de fenomenos elétricos proximos ao estado de equilibrio. Como
ao potencial aplicado no sistema sob investigacao € de pequena amplitude é
possivel empregar a técnica para a analise de etapas de um mecanismo
reacional (MACDONALD, 1987; SLUYTERS-REHBECH, 1994; BRETT e
BRETT, 1996).

Assim que surgiu o conceito de impedancia este era utilizado para
representar a resposta dos sistemas formados pela associacao de
capacitancias, resisténcias e indutancias. Posteriormente, o uso desta técnica
foi expandido para os sistemas eletroquimicos, uma vez que a relacao entre
corrente e potencial do sistema pode ser influenciada por diversos processos
(SLUYTERS-REHBECH, 1994). As reacoes que ocorrem no eletrodo podem ser
detalhadamente analisadas através de circuitos equivalentes. Na Fig. 11 €
exemplificado o circuito de Randles. Os circuitos equivalentes sao utilizados
como modelos de medida devido a semelhanca do comportamento da célula
eletroquimica com um circuito elétrico composto por resistores, capacitores e

indutores (Fig. 12).
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Figura 12 - Modelo de circuito equivalente utilizado em espectroscopia de impedancia.

ﬁdl
RQ ]
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Fonte: Elaborada pela autora.

No circuito de Randles estao presentes quatro elementos que
representam os processos que ocorrem nos eletrodos e na solucdo: a
capacitancia de dupla camada elétrica (Ca), que surge na interface
eletrodo/solucao devido a distribuicao de cargas na interface e possui um
comportamento similar & de um capacitor de placas paralelas (modelo
Helmbholtz); a resisténcia 6hmica da solucao (Ra) ao transporte de ions entre
os eletrodos; a impedancia faradaica (Zf) que pode ser subdividida em uma
resisténcia a transferéncia de elétrons (Rct), esta relacionada ao fluxo de
portadores na interface eletrodo/solucao 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 € impedancia de Warburg (W) que representa a resisténcia no

transporte de massa das espécies eletroativas (BRETT e BRETT, 1996).

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

imaginaria (2”) da impedancia do sistema sao:

Ret
Z'=Rqg+ — 55— 2
87 1+ w2c}R?, @
"o__ wCqp Rgt
= (3)

1+ w2CGR%
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Em que, Ra (resisténcia 6hmica da solucao), Ret (resisténcia a transferéncia de

elétrons), ® (frequéncia angular) e Ca (capacitancia da dupla camada elétrica).

Figura 13 - Representacao da semelhanca entre um capacitor de um circuito
elétrico (modelo Helmholtz) com a interface eletrodo/solucdo de uma célula
eletroquimica.
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Fonte: Adaptado de SILVA (2013).

Os resultados de impedancia podem se ilustrados de dois modos
diferentes: através do diagrama de Nyquist (Fig. 14a), no qual podem ser
observados os valores da parte capacitiva representada pela componente
imaginaria (Zim), em funcao da parte resistiva representada pela componente
real (Zre) e o outro € o diagrama de Bode (Fig. 14b), que descreve a relacao de
log |Z| (|Z|, moéodulo da impedancia) e ¢ (angulo de fase) vs logo (-

frequéncia).
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Figura 14 - Diagramas de Nyquist (a) e Bode (b).
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Fonte: DAMOS et al., 2004.

2.6 Microscopia de Forca Atomica

Em 1986 a colaboracao entre a International Business Machines (IBM) e
a Universidade de Stanford permitiu que Binnig, Quate, Gerber
desenvolvessem a técnica de microscopia de forca atémica (AFM). O AFM
surgiu apos a observacdo de que a ponta do cantilever do microscopio de
tunelamento com varredura exerce forcas sobre a superficie da amostra na
mesma ordem das forcas interatémicas (GARCIA e PEREZ, 2002; PAIVA,
2003).

Nesta técnica a superficie da amostra € varrida por uma sonda sensivel
a forca, a qual € formada por uma haste em movimento (cantilever flexivel) e
uma ponta de dimensao atomica (Fig. 15). O principio de funcionamento
consiste em mediar as deflexées do suporte decorrentes da forca de interacao
entre os atomos da ponta e da amostra. As deflexdes sdao mensuradas com o
uso de laser emitido por um diodo de estado sélido, refletido pelo braco de
AFM e captado um fotodetector de quatro quadrantes, que mede as variacoes
de posicao e de intensidade da luz produzidas pelas deflexoes do cantilever. A
sonda de AFM se desloca seguindo os contornos da superficie e tracando um

diagrama de altura construindo a topografia da amostra que resulta em
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imagens topograficas 2D e 3D da superficie (HERRMANN et al., 1997,
MENGUI, 2006).

Figura 15 - Representacao do principio de funcionamento do AFM.
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Fonte: FERREIRA E YAMANAKA, 2006.

A forca de interacdo que a amostra exerce sobre a ponteira é

determinada pela deflexao do cantilever, dada pela lei de Hooke:
F= —Kx (4)

Nesta equacao, F representa a forca de atracao, ka constante elastica da ponta
que depende de sua geometria e do material de fabricacao e x o deslocamento
do cantilever, pela deflexdo provocada pela interacao (HOWLAND e BENATAR,
1996).

No AFM as forcas existentes entre o cantilever e a amostra dependem de
fatores tais como os materiais que compoem o cantilever e a amostra, distancia
entre os mesmos, geometria da ponteira ou contaminacao sobre a superficie

da amostra (HERRMANN et al., 1997).

No inicio do processo de varredura a ponteira se aproxima da amostra,
devido as forcas atrativas existentes na regido, como as forcas de van der
Waals. A interacao procede até determinada distancia, acima da qual a
proximidade dos atomos permite que os orbitais eletronicos comecem a se
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repelir. Esta repulsao eletrostatica enfraquece a forca atrativa a medida que a
distancia diminui. A forca anula-se quando a distancia entre os atomos é da
ordem de alguns angstroms. Quando as forcas se tornam positivas, podemos
dizer que os atomos da ponteira e da amostra estao em contato e as forcas

repulsivas acabam por dominar (TUSSET e BALTHAZAR, 2010).

De acordo com o modo de operacao a técnica de AFM pode ser
classificada em trés modos distintos: contato, ndo-contato e intermitente que
se referem 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. 16). No modo contato a agulha varre a amostra
mantendo uma distancia interatomica e o aparelho opera na regiao de forcas
repulsivas, sendo necessario precaucao para que a agulha nao danifique a
amostra. Na técnica de nao-contato a forca entre a sonda e a amostra € menor
do que no modo contato, minimizando o contato fisico sonda-amostra e
consequentemente a deformacao da amostra. No modo nao-contato atuam
forcas atrativas como, Van der Waals, eletrostatica e forca de dipolo
magnético. No modo contato intermitente o cantilever vibra proximo a sua
frequéncia de ressonancia de modo a tocar levemente a amostra (HERRMANN
et al., 1997).

Figura 16 - Curva de forca em funcao da distancia entre a sonda e a
amostra.
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Fonte: HERRMANN et al., 1997.
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2.7 Difracao de raio X

Os raios X sao radiacoes eletromagnéticas com comprimento de onda
menor que aproximadamente 1 A descobertos pelo fisico alemio Roentgem em
1985. A descoberta dos raios X demonstrou grande interesse da comunidade
cientifica devido as diversas aplicacoes destas ondas, dentre quais o principio
de difracao de raios X em arranjos cristalinos com o objetivo de estudar

diferentes tipos de estruturas cristalinas (CULLITY, 2001).

Figura 17 — Representacao do funcionamento de um difratdémetro de raios X
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Fonte: http://sites.ifi.unicamp.br, 15 fev 2017.

A técnica de difracao de raios X é bastante utilizada na caracterizacao
de nanomateriais por ser versatil e nao destrutiva. Consiste na incidéncia da
radiacao em uma amostra e na deteccao dos foétons que constituem o feixe
difratado (Fig. 17). A representacao grafica obtida do difratometro € registrada

na forma de espectro de intensidade versus o angulo 20 e € denominada de

difratograma (Fig. 18).
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Figura 18 — Difratograma de amostra de titdnio de bario hidrotérmico puro,

sintetizado a 220°C, por 20 h.
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Fonte: PEREIRA, FILHO e ARAUJO, 2006.

A difracao de raio X € descrito segundo a lei de Bragg, a qual estabelece
a relacao entre o angulo de difracdo e a distancia entre os planos que o

originaram (ALBERS et al., 2002). A lei de Bragg € dada pela seguinte equacao:

nA = 2d sen 6 (5)

onde,

n = numero inteiro correspondente a ordem de difracao
A = comprimento de onda dos raios X incidentes

d = distancia entre os planos atomicos do cristal

0 =angulo de difracao

Outra informacao que pode ser obtida com utilizacdo do DRX € o
tamanho médio das particulas através das curvas de DRX tendo como base
na largura da metade do pico de difracao de maior intensidade do plano. Dessa
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forma, forma o tamanho médio da particula pode ser determinado através da

utilizacado da equacao de Scherrer (equacao 6).

kxA
D =
B %X cosf

(6)

Na equacao, D representa o tamanho médio da particula, k € uma
constante dependente da forma do material (0,94 para magnetita), A € o
comprimento de onda de raio X (1,54056 A), B é a largura da metade do pico

de difracao e 6 € o angulo de difracao (PRADO et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver imunossensores eletroquimicos em escala nanométrica

para deteccao de aflatoxina B1 em alimentos.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a modificacao da superficie do eletrodo de ouro com Cys-MAb-
AFB1 e MBA-Fe304-NH2-MAb-AFB1 através das técnicas eletroquimicas
e microscopia de forca atomica;

e Estudar as propriedades eletroquimicas interfaciais (capacitancia de
dupla camada elétrica, resisténcia a transferéncia de carga, impedancia
de Warburg, resisténcia ohmica) dos sistemas sensores Cisteina-
Anticorpo e Acido mercaptobenzéico-nanoparticulas de 6xido de ferro-
anticorpo (Cys-MADb-AFB1 e MBA-Fe304-NH2-MAb-AFB1), bem como
avaliar a bioatividade dos sistemas frente a AFB1;

e Analisar morfologia dos sensores por microscopia de forca atomica;

e Estudar a especificidade do biossensor utilizando padrao negativo
(ocratoxina A);

e Analisar os componentes do circuito elétrico para determinar a
capacitancia da dupla camada elétrica (Ca) e resisténcia a transferéncia
de cargas (Rct)

e Utilizar técnicas eletroquimicas de VC e EIE para caracterizar a
interacao dos sensores com diferentes concentracoes de Mtxs isoladas

e no arroz e amendoim.
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MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais e Métodos
4.1.1Materiais

Cloreto férrico, cloreto ferroso, Ferro e ferricianeto de potassio foram
obtidos da VETEC (Brazil). Albumina de soro bovino (BSA), de L-cisteina, 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTS) acido 4-mercaptobenzoico, AFB1 e
anticorpo monoclonal de coelho anti-AFB1 (MADb), 1- [3- (dimetilamino) propil]
-3-etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) foram adquiridos da
Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA). Todas as substancias quimicas
empregadas neste estudo eram de grau analitico e foram utilizados sem
purificacado adicional. A agua deionizada obtida apdés um tratamento Milli-Q

plus foi usada ao longo dos experimentos (Billerica, USA).

4.1.2 Sintese das nanoparticulas magnéticas

O método de co-precipitacao foi utilizado para obter as nanoparticulas
magnéticas (YANG et al., 2009). Inicialmente a sintese das nanoparticulas foi
conduzida sob atmosfera de N2 por um periodo de 30 min. Durante este tempo,
200mL de solucao de 0,1M de FeClz.6H20 e 0.5M de FeSO4.7H20 foi mantida
sob agitacao intensa em um baldo de trés bocas de fundo redondo.
Posteriormente, foi adicionada uma solucao aquosa 0,45 M de HCI até o pH
atingir 1,7, seguida do acréscimo de uma solucao aquosa 1,5M de NH4OH até
a observacao de uma coloracao preta, a qual representava um pH igual 8.
Durante toda a noite a mistura foi mantida sob agitacdo e as particulas
magnéticas resultantes foram separadas com o auxilio de um ima. Depois,
0.2g de NPs de Fe30O4 foram misturadas com 90 mL de solucao de etanol (50%)
e dispersas utilizando um banho de ultrassom. Para tornar as nanoparticulas
de ferro funcionalizadas com o grupo amino (NPS Fe3O4-NH2), 300 uL de APTS
e 500 uL de NH4OH foram adicionados a solucao (GAN et al, 2011). Em
seguida, a solucao foi mantida sob agitacdo vigorosa e aquecida até 60 °C

durante 6 horas sob atmosfera de No.
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4.1.3 Construcoes dos imunossensores
4.1.3.1 Plataforma baseada em SAM de Cys-Mab

Inicialmente, o eletrodo de ouro (¢ = 2mm) foi limpo utilizando uma
solucao H2>SO4/HNO3, enxaguado cuidadosamente com agua ultrapura e seco
a temperatura ambiente (20°C). A formacao de SAM procedeu pela adicao de
um pequeno volume de Cys (1 pL, 25 mM) diluido em tampao fosfato na
superficie do eletrodo de Au (EAu) e deixado secar durante 10 min. Em
seguida, o eletrodo foi lavado com tampao fosfato para remover quaisquer
moléculas nao ligadas de Cys. Subsequentemente, 1 uL de 0,4 mol L-1 de EDC
e 0,1 mol L1 de NHS numa proporcao de 1:1 (v/v) foi depositado sobre a
superficie do eletrodo modificado com Cys e deixado secar por 10 min. Depois
disso, 1 pL de solucao de MADb (25 pg mL!) foi adicionado ao eletrodo
modificado com EDC:NHS-Cys e incubado durante 10 min a temperatura
ambiente. A fim de bloquear os sitios ativos remanescentes foi adicionado 1
mL de BSA (10% p/v) a superficie de EAu durante 10 min (Fig. 19). Apos a
obtencao da camada sensora 1 uL. de AFB1 em diferentes concentracoes (0.5,
1,1 x108,5%x108,1x 104 2x 10%e 3 x 10* ng mL!) foi adicionado a superficie
do sensor e durante 10 min procedeu o tempo de exposicao. Finalmente, foram
realizados os experimentos com amostras de arroz contendo diferentes

concentracoes de AFB1.
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Figura 19 - Representacao esquematica da fabricacao do imunossensor.
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Fonte: elaborada pela autora.

4.1.3.2 Plataforma baseada em SAM de MBA-Fe304-NH>-MAb-AFB1

O eletrodo de ouro foi limpo utilizando uma solucdao H2SO4/HNOs3,
enxaguado cuidadosamente com agua ultrapura e seco a temperatura
ambiente. 1uL MBA (5%) foi adicionado a superficie do EAu e deixado secar
para a obtencao de um filme fino. Posteriormente, o EAu modificado com MBA
foi ativado usando 1uL de 0,4M de EDC e 0,1M de NHS (1:1v/v) por 10min.
Entao, 4uL de NpsFe304-NH> foi depositado sobre a superficie e esperado
20min. Subsequentemente, a reacao de acoplamento EDC-NHS foi realizada
por 10 min para ativar a superficie EAu-MBA-Fe3O4-NH2. Apos, 2uL da
solucao de MAb-AFB1 foi imobilizado sobre a superficie EAu-MBA-Fe304-NH2
e incubado por 20 min a temperatura ambiente. Os sitios ativos
remanescentes foram bloqueados usando 1 uL de BSA (10% p/v) sobre a
superficie EAu-MBA-Fe304-NH2-MAb-AFB1 por 5 min. Finalizado a formacao

da camada sensora, os experimentos de sensibilidade e especificidade foram
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realizados utilizando 2uL da toxina em diferentes concentracoes (2 - 3 x 104
ng.mL-1) com uma exposicao de 15 min a temperatura ambiente. Finalmente,
experimentos adicionais foram realizados com amostras de uma solucao de
diferentes concentracoes de amendoim contaminado (2 - 3 x 104 ng.mL-1) (Fig.
20).

Figura 20 - Representacao esquematica da fabricacdo do imunossensor.
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4.1.4 Preparacao das amostras

O arroz e o amendoim utilizados neste estudo foram adquiridos em
mercado local. Inicialmente, os alimentos foram moidos separadamente em
um liquidificador domeéstico até obter um po fino. Subsequentemente, 1 mg
das amostras moidas foram misturadas com AFB1 (150 upg mL-l) e
homogeneizado no vortex. Posteriormente, 5 mL de metanol (80%) foi
adicionado a amostra, seguido por agitacao durante 45 min. Na sequéncia a
amostra foi centrifugada a 5000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido com auxilio de uma pipeta automatica e diluido em

tampao fosfato (TAN et al., 2009).

4.1.5 Medidas eletroquimicas

As analises eletroquimicas foram realizadas em um PGSTAT 128N
potenciostato/galvanostato (Autolab, Holanda). As medidas de EIE e VC
obtidas do eletrodo modificado foram realizadas numa célula eletroquimica
contendo uma solucao de 10 mM do par redox K4[Fe(CN)g]* /Ks[Fe(CN)e]3- (1:
1) em TFS 10 mM (pH 7,4). O sistema eletroquimico foi composto por um
eletrodo de platina, um de Ag/AgCl (saturado com KCI) e um disco de ouro (¢=
2mm) utilizados como eletrodo auxiliar, de referéncia e de trabalho,
respectivamente. Os diagramas de Nyquist foram obtidos numa faixa de
frequéncias compreendida entre 100 MHz e 100 kHz com uma amplitude do
potencial aplicado de onda sinusoidal de 10 mV e os graficos de CV foram
obtidos a uma faixa de potencial entre -0,2 V e +0,7 V, com uma velocidade

de varredura de 50 mV s-!

4.1.6 Analises de Microscopia de Forca Atomica

As medidas de microscopia de forca atomica (AFM) foram realizadas com
um microscopio comercial PicoPlus (Molecular Imaging, USA). Cantilevers com

uma sonda de silicio (Multi 75 Al, frequéncia de ressonancia = 75 KHz, forca
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constante = 3 Nm-1) sendo utilizado em modo nao contato em ar a temperatura
ambiente (T = 25 °C). A resolucao lateral foi fixada em 512 x 512 pixels em
uma area de varredura de 5 x 5 um. As imagens foram obtidas a partir da
analise de trés areas macroscopicamente separadas para garantir uma boa
distribuicado. As imagens foram analisadas utilizando o software Gwyddion

(NECAS e KLAPETEK, 2012).

4.1.7 Analise de difracao de raios X

As medidas de difracao de raios X foram realizadas num difratémetro de
Raio-X D8 Advanced Davinci (Bruker). O método utilizado foi o método do po,
utilizando radiacdao Kal do cobre, com comprimento de onda (A) igual a
1,54056 A. As medidas foram realizadas com corrente de 40 mA e tensdo de
40 kV. Foram realizadas analises: NpsFe3z04 e NpsFe3z04-NH>. Os picos foram
identificados seguindo o arquivo do JCPDS n° 19-0629 referente a magnetita
(FesO4). Os tamanhos dos cristalinos foram calculados através da equacao de

Scherrer (Eq.6).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Biossensor baseado em monocamadas de cisteina e anticorpo monoclonal

para deteccao especifica de aflatoxina B1 em arroz

5.1.1 Caracterizacao da topografia

A analise da topografia foi realizada por meio de AFM. Esta € uma
técnica complementar excelente para a avaliacao de biossensores, uma vez
que a resposta eletroquimica depende da morfologia, tais como a rugosidade
da superficie, porosidade dos filmes e defeitos do filme (GALAL et al, 2012). A
topografia tipica (2D) e imagens 3D de AFM das superficies dos substratos
contendo Cys, Cys-MAb e Cys-MAb-AFB1 obtido pelo modo nao contato sao
mostrados na Fig. 19. A Fig. 21a mostra a topografia da superficie do eletrodo
apos a modificacao com Cys. Os nossos resultados para a altura da Cys estao
em acordo com estudos de Huayhuas-Chipana et al, 2014. E possivel
visualizar uma camada completa e homogénea na superficie sem a presenca
de agregados ou defeitos. Apos a obtencao do sistema de sensor Cys-MADb foi
observado um aumento da rugosidade da superficie (Fig. 21b). O sistema
sensor Cys-MAb demonstra uma rugosidade superficial de 24 £ 2 nm. O MAb
imobilizado (Fig. 21c) tem um aspecto mais globular, demonstrando sua
natureza proteica (YANG e LI, 2005). Alguns autores encontraram uma altura
tipica para a camada de anticorpos variando de 6 a 12 nm (YANG e LI, 2005;
HAO et al., 2007). Ao comparar as imagens de AFM do sistema sensor antes e
apos o reconhecimento AFB1 uma diferenca clara pode ser observada,

indicando que a AFB1 foi reconhecida com sucesso.
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Figura 21 - Imagens de microscopia de forca atomica das superficies dos
substratos contendo Cys (a); Cys-MADb (b); Cys-MAb-AFB1 (c) usando modo nao
contato. Area de varredura 5 x 5 um.
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5.1.2 Caracterizacao eletroquimica do imunossensor

Um estudo prévio variando a concentracao de Cys (10, 15, 20, 25 e 30
mmol L-V foi realizado com o objetivo de determinar a concentracao 6tima para
a modificacao do eletrodo. Utilizando um tempo de adsorcédo fixo de 10 min,
observou-se que apos 25 mmol L-! de Cys ocorreu a saturacao do eletrodo (Fig.
22a). Em adicao, foi realizado um estudo variando a concentracao de MAb-
AFBI1 (18, 25, 50 e 75 ng mL-1) adsorvido sob a superficie do eletrodo de ouro
utilizando um tempo de incubacdo de 10 min. Um comportamento de
saturacao foi observado na superficie do eletrodo em 25 ng mL-! de MAb-AFB1

(Fig. 22b).
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Figura 22 — R vs concentracao da cisteina (a) e concentracao do anticorpo (b).
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Os coeficientes de variacdo de cada etapa da montagem do
imunossensor sao mostrados na figura 23a. A reacdo redox de
K4[Fe(CN)s]*/K3z[Fe(CN)g]3~ exibiu um voltamograma ciclico reversivel para o
eletrodo de ouro limpo. A cys € utilizada para modificar a superficie do eletrodo

através do grupo sulfidrila. A adsorcao da Cys na superficie do eletrodo
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promoveu uma reducao nos picos das correntes anodica e catodica. A
molécula de Cys pode aumentar a resisténcia devido a repulsao eletrostatica
entre o grupo carboxilico do Cys e a carga negativa da sonda redox Fe(CN)e*
/3 (LUNA et al, 2015). Apos a co-adicao dos agentes acopladores NHS e EDC,
os grupos carboxilicos terminais carregados negativamente da Cys ativados
foram substituidos pelo éster NHS sobre a superficie do eletrodo. Portanto, foi
observado um aumento na resposta amperométrica devido a uma atracao
eletrostatica. O éster NHS carregado neutra/positivamente promoveu a
transferéncia da sonda redox negativa para a superficie do eletrodo (GENG et
al, 2008). Os agentes acoplantes EDC/NHS sao importantes para facilitar a
ligacao do anticorpo ao sistema sensor. Entao, MAb-AFB1 foi adicionado ao
sistema sensor para formar a camada sensora. A imobilizacdo de MAb-AFB1
sobre o sistema sensor promove uma diminuicao nos picos de correntes
anodico e catodico do K4[Fe(CN)e|*/Ksz[Fe(CN)s]3~. Subsequentemente, 10% de
BSA foi adicionado para bloquear qualquer resposta nao especifica,

aumentado a especificidade do sensor (SHARMA et al., 2010).

A Figura 23b mostra o diagrama de Nyquist correspondente a
modificagcdo do eletrodo de ouro limpo para obter o sistema sensor. A curva
obtida para o EAu revela um pequeno semicirculo associado a um reduzido
valor de R¢t. A montagem da Cys sobre superficie do eletrodo induz a um
aumento na Rct como indicacao de um bloqueio a transferéncia de elétrons. A
modificacao da monocamada de Cys utilizando os agentes acopladores EDC-
NHS resulta na diminuicdo da R¢. Os agentes acoplantes causam uma
diminuicao na resisténcia devido a atracao entre os grupos NHS carregados
positivamente e sonda redox com carga negativa (DING et al., 2013). Apos a
imobilizacao de MAb-AFB1 sobre o eletrodo modificado com Cys foi observado
um aumento na Rc. Como esperado, com adicao do BSA sob o eletrodo
modificado com Cys-MAb-AFB1, um novo aumento em Rct foi observado. A
resposta impedimétrica € maior apos a completa montagem do sistema sendo
proporcional a quantidade de material imobilizado sob a superficie do

eletrodo, demonstrando que a camada sensora foi obtida com sucesso.
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Figura 23 - Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) de cada etapa de
imobilizacao de Cys, Cys-EDC-NHS, Cys-MAb-AFB1 e Cys-MAb-AFB1-BSA.
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5.1.3 Deteccao da Aflatoxina B1

A figura 24a mostra o processo de bioreconhecimento do imunossensor
para set diferentes concentracoes de AFB1 0.5, 1, 1x103, 5x103, 1x104, 2x10%
e 3x10% ng mL-1) e o controle negativo. Os VCs das diferentes concentracoes
de AFB1 revelam uma diminuicao gradual dos picos de correntes e um
aumento na separacao dos picos com o aumento da concentracao de AFB1. A
curva de calibracao € mostrada na figura 24b. A curva exibiu deteccao da
toxina variando de 0,5 ng mL-1 para 3 x 104 ng mL-1. Com base nesses dados,
encontramos que o resultado esta alinhado com a faixa da referéncia clinica e
pode ser aplicado a identificacao de toxinas em alimentos. Em adicdo, o
coeficiente de variacao deste ensaio foi encontrado aproximadamente dentro
de 2% evidenciando a aplicabilidade deste método em analises de campo. Para
avaliar a especificidade do imunossensor foi usada a Mtx ocratoxina A como
controle negativo. Visualizando a curva b (controle negativo) nao sao
observadas variacoes significativas nos picos anodicos e catodicos dos

voltamogramas demonstrando a especificidade dos biossensor.

A Figura 24c apresenta o aumento sucessivo nos valores de Rct
associado ao aumento da concentracao de AFB1. Os resultados de EIE estao
de acordo com as analises do coeficiente de variacao. A reducao da resposta
amperometrica e o aumento gradual nos valores de R (Figuras 24a, b e c,
respectivamente) resultam do progressivo bloqueio a passagem de elétrons na
interface eletrodo/solucao. Este bloqueio esta relacionado com a quantidade
do complexo anticorpo-antigeno formado (MAb-AFbl) sobre a superficie do
eletrodo. Na Figura 24c foi observado valor insignificante de Rt devido a
interacdo do imunossensor com o controle negativo demonstrando a

especificidade do mesmo.

Adicionalmente, a analise dos dados dos diagramas de Nyquist foram
realizados através do programa EQUIVCRT. Os dados experimentais foram
ajustados utilizando o circuito equivalente de Randles modificado (detalhe da

Fig. 24c), o qual permitiu obter as curvas teoricas (Fig. 23c). A impedancia de
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Warburg (W) representa a impedancia difusional da sonda redox para o

eletrodo.

A resisténcia oOohmica (Ro) da solucao € associada com as

propriedades de volume da solucao eletrolitica. O elemento de fase constante

(Q) representa o comportamento da dupla camada elétrica para um sistema

nao homogéneo. O angulo de fase do elemento Q esta relacionado com o

parametro n, onde n € relacionado com a dispersao do tempo de relaxacao

através da superficie devido a ndo homogeneidade da capacitancia. A

resisténcia a transferéncia de elétrons (Rct) controla a cinética de transferéncia

de elétrons da sonda redox na interface eletrodo/solucao.

i/A

Figura 24 - Voltamogramas ciclicos (a), curva de calibracao obtida do
voltamograma ciclico (b), diagramas de Nyquist de Cys-MAb-AFB1-BSA, sistema-
controle negativo, sistema AFB1 nas diferentes concentracgoes.
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A tabela 2 mostra os parametros do circuito equivalente das curvas
ajustadas para a preparacao do imunossensor seguido pela interacdo do

anticorpo com as diferentes concentracoes de amostras de AFB1.

A performance do imunossensor para deteccao da aflatoxina foi avaliada

através da variacao relativa da Rct, de acordo com a equacao 7:

ARct — (Rct(toxina) ‘Rct(MAb—AFB1)> X 100 (7)

Ret(MAb-AFB1)

onde, Rcttoxing) € 0 valor da resisténcia a transferéncia de elétrons apos o
reconhecimento da toxina e Rctmab-arb1) corresponde ao valor de Ret da camada
sensora. ARct em funcdo da concentracao da toxina (Fig. 25a), indicando a
interacao entre anticorpo e AFB1. Dessa forma, esses resultados demonstram
que o eletrodo modificado € eficaz para deteccao de AFB1. O preenchimento
dos sitios de reconhecimento através da cobertura da superficie pela toxina

() pode ser calculado por (equacao 8):
—1— (R
0=1-() (8)

onde Rp € a resisténcia a transferéncia de carga do biosistema Cys-MAb-AFB1
e Rc € a resisténcia a transferéncia de carga das diferentes concentracoes de
AFB1 apos a interacdo com o imunossensor. A figura 25b mostra o grafico de
0 em funcao da concentracao da toxina ligada ao imunossensor. Os valores de
0 exibem uma relacao linear com a concentracdo da toxina e sao encontrados

75% para 3 x 10* ng mL-! de toxina.
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Tabela 2 - Valores dos elementos do circuito equivalente do ajuste dos resultados de

impedancia.
Eletrodo Modificado Toxina Rcr/kQ Q/uF N
(ng/mL)
Eletrodo de ouro limpo 0,75 8,15 0,68
Cisteina 2,99 3,34 0,81
Cisteina -EDCNHS 1,22 7,19 0,72
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo 2,40 3,78 0,77
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo -BSA 3,20 5,27 0,76
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 0,5 4,20 2,78 0,80
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 4,74 4,30 0,80
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 1 x 103 6,42 2,98 0,80
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 2 x 103 6,75 1,69 0,86
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 5x 103 7,00 1,74 0,87
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 1 x 104 8,99 1,41 0,89
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 2 x 104 10,10 1,53 0,88
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Toxina 3 x 104 12,40 3,03 0,84
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 0,5 3,70 3,50 0,85
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 1 4,04 3,91 0,83
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 1 x 108 5,06 7,50 0,76
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 2 x 103 6,21 5,12 0,80
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz S x 103 6,76 4,00 0,83
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 1 x 104 9,81 4,88 0,81
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 2 x 104 10,84 4,60 0,81
Cisteina -EDCNHS-Anticorpo-BSA-Arroz 3 x 104 14,70 3,87 0,82
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Figura 25 - Variacao da resisténcia a transferéncia de elétrons (ARc) (a) e cobertura
superficie pela toxina (0) em funcao das diferentes concentracoes de AFB1.
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5.1.4 Analise das amostras
Apos as analises iniciais, o imunossensor proposto foi aplicado para

determinacao de AFB1 em arroz para testar o desempenho em amostras
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alimenticias. A Figura 26 mostra o comportamento eletroquimico do
imunossensor utilizando as amostras. Na figura 26a sao mostrados os Vcs do
biossistema em diferentes concentracoes de AFB1 em arroz. Apos a montagem
do sistema sobre a superficie do eletrodo e o processo de ligacao entre
anticorpo e AFB1 presente no arroz & possivel observar uma diminuicao nos
picos de corrente da sonda redox seguido de um aumento na separacao dos
picos. Um estudo mais detalhado da sensibilidade do imunossensor foi
conduzido por EIE. Concentracoes distintas de AFB1 em arroz foram
analisadas (0,5, 1, 1 x 103, 5 x 103, 1 x 104, 2 x 10% e 3 x10% ng mL-!) e espectro
de impedancia revelou um aumento na Rt proporcional a concentracao de
AFBI1 (Fig. 26b). Em maiores concentracoes pode ser observado um aumento
nos valores de R¢t apos o processo de reconhecimento de AFB1. Na figura 26c¢
foi observada uma relacao linear positiva entre ARct e a concentracao de AFB1
disponivel no arroz contaminado. Portanto, esses dados indicam que o sensor
proposto pode detectar ABFB1 em amostras de arroz adicionadas de pequenas
concentracoes (0,5 ng mL™!l), demonstrando que o sistema biosensivel
estabelecido pode ser aplicado para determinacao de AFB1 em produtos
agricolas.

Figura 26 - Voltamogramas ciclicos (a), diagramas de Nyquist e variacao da
resisténcia a transferéncia de elétrons (ARct) do imunossensor antes e apos a
interacao com AFB1 em diferentes concentracoes de arroz contaminado (c).
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5.2 Imunossensor eletroquimico baseado em monocamada auto-
organizada de acido mercaptobenzodico e nanoparticulas de 6xido de ferro

para deteccao de aflatoxina Bl em amendoim

5.2.1 Caracterizacao das NpsFe304-NH> por difracdo de raios X

Foram realizadas medidas de difracdo de raios X das NpsFe3Os4 e
NpsFe304-NH2. Os picos encontrados no difratograma da Fig. 27a sao
caracteristicos da magnetita segundo JCDPS-ICCD 19-0629. E possivel
observar na Fig. 27b uma variacao causada no difratograma decorrente da
presenca de um material amorfo (NH2), o que resulta em picos com menores
intensidades. Dados semelhantes foram encontrados no trabalho de Huang et
al., 2010, no qual a utilizacao da quitosana na sintese de um nanocomposito
de nanoparticulas e oxido de ferro/quitosana produziu uma reducao da
cristalinidade. O tamanho das particulas foi determinado através da equacao
de Scherrer (equacao 6) demonstrando Nps FezO4 (137nm) e NpsFezO4-NH>
(165nm).

Figura 27 — Difratogramas das NpsFe304 € NpsFez04-NH>
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5.2.2 Analises de AFM

A técnica de AFM é uma ferramenta util para a obtencao de informacoes
sobre as caracteristicas da topografia do imunossensor apdés cada etapa de
modificacao do eletrodo (MALVANO et al.,, 2016). A Fig. 28 representa a
arquitetura da superficie do MBA, MBA-Fe304, MBA-FezO4-NH2-MabAFB1 e
MBA-Fe304-NH2-MabAFB1-AFB1. A caracterizacdo  topografica  do
imunossensor foi realizada através de AFM em modo néo contato. A Fig. 28a
mostra a topografia da superficie do eletrodo apds a modificacdo com o MBA
revelando pequena rugosidade. A fig. 28b monstra a superficie topografica
apos ligacao das Fe304-NHz com o MBA a qual é significativamente diferente
da topografia na imagem 28a. O resultado da fig. 28c demonstra que as Fe3O4-
NH> representam um meio eficaz para a imobilizacao do MabAFB1, uma vez
que apos a adicao dos anticorpos € possivel verificar um aumento na
rugosidade da superficie e uma diferenca de 0,14um na altura das imagens.
Na fig. 28d € possivel visualizar o completo recobrimento da superficie
decorrente da formacao do complexo antigeno-anticorpo. Em adicao, as

diferencas nas alturas (45nm, 0,12um, 0,26um e 0,84um) das imagens 3D de
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AFM podem confirmar a modificacao da superficie e consequentemente o

desenvolvimento do imunossensor.

Figura 28 - Imagens de microscopia de forca atomica das superficies dos substratos
contendo MBA (a); MBA-Fe304 (b); MBA-FezO4-MabAFB1 (c); MBA-Fe3s04-MabAFB1-

AFBI1 usando modo nao contato. Area de varredura 10 x 10 um.

5.2.3 Caracterizacao eletroquimica

A Figura 29a mostra o comportamento eletroquimico do EAu na solucao
de Fe(CN)e* /3. Um pico bem definido do par redox pode ser observado,
demonstrando VCs reversiveis. Apos a modificacao da superficie € possivel
observar uma diminuicao da resposta amperomeétrica. Este comportamento
ocorreu devido a repulsao entre as cargas negativas presentes na estrutura do

MBA e a solucao de Fe(CN)e*/3-. Apos a adicao dos agentes EDC-NHS uma
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aumento na resposta amperomeétrica € observada. Os grupos carboxilicos
terminais de MBA carregados negativamente ativados foram substituidos pelo
éster NHS sobre a superficie do eletrodo. O éster NHS carregado
neutra/positivamente contribui para a transferéncia da sonda redox negativa
para o eletrodo (GENG et al., 2008).

As NpsFe3z04-NH> foram ligadas ao MBA através do método de
acoplamento EDC:NHS, o que causou uma reducao nas correntes de pico,
devido a penetracao da sonda redox sobre a superficie do eletrodo. Apos isso,
o MADb-AFB1 foi ligado covalentemente ao eletrodo modificado com MBA-
Fe3O4-NH> também usando o método de acoplamento EDC:NHS. A
imobilizacao do MAb-AFB1 sobre o sistema promoveu uma diminuicao das
correntes de pico anddica e catdodica de Fe(CN)e* /3-. A diminuicao da corrente
no sensor pode ser atribuida a formacdo de uma barreira causada pela
imobilizacdo das biomoléculas a qual promove um bloqueio a transporte de
elétrons na interface eletrodo/solucdo. Finalmente, o BSA foi adicionado para
bloquear a resposta nao especifica e aumentar a especificidade do sensor

(ADITYA SHARMA et al., 2010).

Na Fig. 29b a curva correspondente ao EAu revela um pequeno
semicirculo, associado a uma baixa resisténcia a transferéncia de elétrons
(2,79 x 102 Q3). O MBA sobre a superficie do eletrodo induz a uma diminuicao

do Ret (3,77 x 103 Q) indicando um bloqueio a transferéncia de elétrons.

A ativacao da monocamada de MBA usando os agentes acoplantes
diminui os valores de R¢t (2,95 KQ). A imobilizacao das NpsFe3O4-NH> sobre o
eletrodo modificado com MBA e subsequentemente MAb-AFB1 leva a um
aumento nos valores de R¢t (4,31 KQ para 7,95 KQ, respectivamente). A
adicao de BSA sobre o eletrodo modificado promove um aumento adicional no
valor de Rct (9,29 KQ). Como esperado, o aumento nos valores de R €
proporcional a quantidade de material imobilizado, que retarda a cinética de
transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo e a sonda redox.

Assim, a partir do exposto a camada sensora foi construida com sucesso.
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Figura 29 - Voltamogramas ciclicos (a) e Diagramas de Nyquist (b) de cada etapa da
montagem do imunossensor.
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Estudos prévios, variando a concentracao de MAb-AFB1 (25, 50, 75,
100, 125 pg.mL1) foram realizados (Fig. 30). E importante notar que o
aumento na concentracdo de MAB-AFB1 aumentou o R¢t até a concentracao
de 75 pg.mL-1 e a partir deste ponto ocorreu a formacao de um platé devido a
saturacao da superficie. Portanto, 75 ug.mL-! foi a concentracao de anticorpo

utilizada nos experimentos.

Figura 30 - R.: vs concentracao do anticorpo.

10

Rer (KQ)

25 50 75 100 125

Concentracao do anticorpo (ug mL1)

5.2.4 Deteccao impedimétrica da AFB1

Na fig. 31 € possivel visualizar o processo de deteccao da plataforma
sensora para sete diferentes concentracoes de AFB1 e o controle negativo. A
formacao com complexo MADb-AFB1-AFB1 (anticorpo-antigeno) sobre a
superficie do eletrodo promove aumento no Rct proporcional a concentragoes
de AFB1 como pode ser observado nos diagramas de Nyquist. A Fig. 31a indica
que o resultado impedimétrico para o controle negativo (ocratoxina A) é

insignificante comprovando a especificidade do imunossensor.

Curvas teoricas (Fig. 30a) foram obtidas dos dados de impedancia
usando o circuito equivalente de Randles (Fig. 31b). Os componentes

analisados foram resisténcia eletrolitica (Ra) que representa as propriedades
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de carga da solucao eletrolitica, a capacitancia de dupla camada elétrica (Cai)
que depende das caracteristicas dielétricas da interface eletrodo/solucao, a
resisténcia a transferéncia de carga (Rct), que controla a cinética de
transferéncia da sonda redox na interface e a impedancia de Warburg (W) que

representa a difusao dao sonda redox para o eletrodo.

Figura 31 - Diagramas de Cole-Cole do imunossensor apos a interacdo com as sete
concentracoes de AFB1 e o controle negativo (ocratoxina A) (a); circuito equivalente
adotado para o ajuste dos dados de impedancia (b) e AR.% em funcao da
concentracao de AFB1 (c).
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Concentracao da toxina (x103 ng mL'1)

Os parametros do circuito equivalente das curvas ajustadas sao
mostrados na tabela 3. A performance do sensor foi avaliada através da

variacao da Rt (ARct), de acordo com a equacao 9:

ARct — (Rct(AFBl) ‘Rct(sensor)) X 100 (9)

Rct(sensor)

Nesta equacao, RciarB1) sdo os valores da Ret apos formacao do complexo
anticorpo-antigenos com as sete diferentes concentracoes de micotoxina e do
amendoim contaminado com a micotoxina. Retisensor) representa os valores de
Rct da plataforma de reconhecimento. O ARct aumentou proporcionalmente
com a concentracao (Fig. 31c) da toxina evidenciando o processo de
bioreconhecimento. A equacao de regressao da curva de calibracao apresenta
um comportamento exponencial. Em adicao, resposta nao significativa foi

encontrada quando a plataforma foi utilizada para analisar a ocratoxina A
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utilizada como controle negativa. Esses resultados revelam que a camada

sensora pode detectar a AFB1.

Tabela 3 - Valores dos elementos do circuito equivalente do ajuste dos resultados de

impedancia.
Eletrodo Modificado Toxina Ra (Q) Ca (F) Rt (Q) W (Q)
(ng/mL)
EAu 6,36e+2  9,83e-7 2,79e+2  3,85e-4
MBA 7,33e+2  9,89e-7 3,77e+3 2,95e-4
MBA-EDC-NHS 7,14e+2 1,10e-5 2,95e+3 4,32e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2 7,20e+2 6,91e-6 4,31et3 4,25e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS 6,86e+2 1,24e-5 2,81e+3 4,06e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA 6,24e+2  3,20e-6 9,29e+3 4,32e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,88e+2 9,07e-6 4,10e+3 4,28e-4
MADbAFB1 25ug/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,41e+2 3.95e-6 5,65e+3 4,29e-4
MAbAFB1 50pg/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,59e+2  3,18e-6 7,95e+3 4,27e-4
MADbAFB1 75pg/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,76e+2  2,87e-6 8,09e+3 4,19e-4
MAbAFB1 100pg/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5,94e+2  3,45e-6 8,14e+3 4,32e-4
MADbAFB1 125ug/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 2 7,05e+2 1,0e-6 8,15+3 2,17e-4
MADAFB1-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x102 5,75e+2  8,66e-7 9,80e+3 2,16e-4
MADbAFB1-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x103 5,94e+2 1,08e-6 1,05e+4 2,09e-4
MADAFB1-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x103 6,20e+2 1,07e-6  1,33e+4 1,99e-4
MADAFB1-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x104 7,02e+2 1,24e-6 1,42e+4 1,67e-4
MADbAFB-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 2x104 6,27e+2  7,54e-7 1,60e+4 1,79e-4
MADAFB1-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 3x10%  6,33e+2 1,59e-6 1,69e+4 1,74e-4
MADbAFB1-Toxina
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 2 6,23e+2 2,11e-6 1,15e+4 2,40e-4
MADAFB1-Amendoim
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x102 5,08e+2 2,31le-6 1,23e+4 3,87e-4
MADBAFB1-Amendoim
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x108 427e+2 2,84e-6 1,42e+4 3,63e-4
MADAFB1-Amendoim
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x103 3,96e+2 2,48e-6 1,72e+4  3,02e-4
MADAFB1-Amendoim
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x104 4,04e+2 3,60e-6 1,87e+4 3,36e-4
MADAFB1-Amendoim
MBA-EDC:NHS-NpsF304-NH2-EDC:NHS-BSA- 2x104 3,99e+2 2,19e-6 2,30e+t4 2,57e-4
MADAFB1-Amendoim
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 3x104 3,80e+2 3,03e-6 2,85e+4  3,04e-4

MADbAFB1-Amendoim
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5.2.5 Analise do amendoim

Teste adicionais foram realizados para verificar a performance do
imunossensor para deteccao de AFB1 em amendoim. A sensibilidade do
imunossensor para as diferentes concentracoes de AFB1 foram avaliadas
utilizando o EIE (Fig. 32a). O bioreconhecimento de AFB1 resultou no
aumento da Rt proporcional a concentracao de AFB1 (1,15 x 104Q —-2,5 x 104
Q). Uma avaliacao minuciosa através do ARct, demonstrou uma relacao linear
com a concentracao da toxina presente no amendoim (Fig. 32b). A equacéao de
regressao da curva de calibracao € y =62.05494 + 6.61056 x, R2 = 0.97039.
Esses dados sugerem que a plataforma sensora desenvolvida € um método
interessante para possivel aplicacdo na deteccao de AFB1 em alimentos e
racoes.

Figura 32 - Diagrama de Cole-Cole (a) e AR% (b) do imunossensor apés a
interacao com AFB1 em diferentes concentracoées de amendoim contaminado.

P>
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CONCLUSOES
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6.1 CONCLUSOES

Nesta tese foram desenvolvidos dois imunossensores para deteccao de
aflatoxina Bl em arroz e amendoim. Para deteccao de AFB1 no arroz foi
construida uma plataforma sensorial baseada em monocamadas de cisteina e
anticorpo monoclonal. Ja para analise do amendoim um imunossensor
constituido por uma monocamada de acido mercaptobenzéico, nanoparticulas
de magnetita modificadas com NH2 e anticorpo monoclonal foi desenvolvido.
A caracterizacao eletroquimica foi realizada através das técnicas de VC e EIE
que demonstram alteracoes da resposta amperométrica e resisténcia a
transferéncia de carga apos cada etapa de montagem dos imunossensores,
respectivamente. A visualizacao topografica de todo o processo de modificacao
do imunossensor foi possivel por meio da analise das imagens de AFM. Os
sistemas sensores MADbAFB1-Cys e MADbAFB1-Fe304-NH>-MBA
demonstraram a capacidade de detectar a AFB1 em arroz e amendoim na
ordem de ng.mL-1, respectivamente. Dessa forma, os dispositivos resultantes
exibiram uma boa sensibilidade e reprodutibilidade e podem ser usados para

detectar toxinas em alimentos.
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PERSPECTIVAS
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7.1 PERSPECTIVAS

e Estudar os sistemas propostos em outros tipos de aflatoxinas e outras
classes de micotoxinas e alimentos;

e Desenvolver novas plataformas de deteccao com maior sensibilidade.
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Article

Biosensor Based on Cysteine Monolayer and Monoclonal Antibody for Specific
Detection of Aflatoxin B, in Rice

Estéfani P. Simao,2Gilcelia J. L. S. Barbieri,>Cesar A. S. Andrade*® and
Maria D. L. Oliveira*#

aDepartamento de Bioquimica and "Programa de Pos-Graduagdo em Inovagdo Terapéutica,
Universidade Federal de Pernambuco, 50670-901 Recife-PE, Brazil

An electrochemical immunosensor for detection of aflatoxin B, (AFB,) in food samples
was developed. The sensor is composed by cysteine monolayer immobilized on gold electrode
surface with subsequent bind to monoclonal antibody (MAb-Cys-modified electrode). The AFB,
detection was evaluated by cyclic voltammetry and impedance spectroscopy in the frequency
range of 100 mHz-100 kHz. Samples of rice were spiked with AFB, to evaluate the sensitivity
of the sensor. Impedance spectra could be fitted to a Randles equivalent circuit containing a
constant phase element. Atomic force microscope (AFM) images showed MAb-AFB, complex
immobilized across the electrode surface. The electron transfer resistance (R.) increase was
attributed to a decrease in the charge permeability of the MAb-AFB,-Au surface to a redox probe
K, [Fe(CN)4]*/K;[Fe(CN)¢]*". The surface coverage exhibited a linear relationship as function of
toxin concentration and is found to be 0.75 at 30 pg mL™". The obtained sensor is a promising
candidate for detection of AFB, in rice with sensitivity and specificity.

Keywords: biosensor, impedance, cyclic voltammetry, aflatoxin

Introduction

Toxins are substances produced by plants, animals and
microorganisms that cause adverse effects in human being.
Also, toxins are a serious problem for food industry and
affect the economy of many countries by interfering with
production and exportation of foods.“? Mycotoxins are
toxic compounds synthesized by fungi and easily found
throughout the food chain and causing harm to human
health.?

Aflatoxin B, (AFB,) isasecondary metabolite produced
mainly by fungus Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus with capability to colonize food and feed during
harvesting, storage and processing.* AFB; is considered
the most toxic of all aflatoxins due to the carcinogenic,
teratogenic, mutagenic and immunosuppressive properties.®
European legislation establishes 2 mg kg™ as the maximum
amount of AFB, in food, which above of this level
toxic manifestations may arise, leading to liver cancer.®
Therefore, a previous identification of the contaminated
samples is important to ensure quality and safety in the
food chain.

*e-mail: m_danielly@yahoo.com.br

Diverse methods, such as liquid chromatography-
mass spectrometry (LC-MS), liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), enzyme-linked
immunosorbentassay (ELISA), thin-layer chromatography
(TLC) and high-performance liquid chromatography
(HPLC), have been used in order to identify AFB, in
diverse samples.” In spite of these methods have high
sensitivity and specificity, they are time-consuming, require
experienced technicians, extensive sample pre-treatment
and, in some cases, are expensive equipments.’** Thus,
there is an urgent need for the development of new sensor
strategies applied for AFB, screening in food industry
and inspection agencies. Immunosensors represent an
alternative as a screening tool due to the specificity,
sensitivity and in-field detection of AFB, infoodstuffs.'

In recent years, electrochemical immunosensors
have been developed for specific detection of toxic small
molecules using monoclonal antibodies (MAbs).*** In
addition, cyclic voltammetry (CV) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) are useful techniques for the
development of immunosensors due to their high sensitivity,
low costand possibility of instrument miniaturization.EIS
is based on the application of a small alternating current
(AC) potential as a function of time to measure the current
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generated. CV technique is used to acquire qualitative
information about electrochemical processes relating the
magnitude of the current generated by electron transfer
during the redox process with the amount of analyte present
in the electrode-solution interface.?*#

Self-assembled monolayers (SAM) have been used to
obtain a well-ordered ultrathin layer to the development of
bio-devices with high sensitivity and reproducibility.?* In
this study, we modified the bare gold electrode (BGE) surface
witha SAM of cysteine (Cys), an amino acid formed by three
functional groups (—SH, —COOH and —NHS,) in its structure.?
Subsequently, SAM of Cys were chemically activated
using 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS)
forantibody immobilization. The fabrication process of the
biosensor is shown in Figure 1. Atomic force microscopy
(AFM), CV and EIS techniques were used to study the
process of the electrode modification and detection of AFB,
in samples of rice contaminated with AFB,.
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Figure 1. Schematic representation oftheimmunosensor fabrication. Steps
of electrode modification consisting in cysteine (Cys) adsorption, COOH
activation, antibody immobilization, remaining biding sites blockage by
bovine serum albumin (BSA) and sample evaluation.

Experimental
Materials

Bovine serum albumin (BSA), L-cysteine, AFB, and
anti-AFB, rabbit monoclonal antibody (MAb-AFB,),
1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS)
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Potassium ferri- and ferrocyanide were obtained from Vetec
(Rio de Janeiro, RJ, Brazil). 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 treatment (Millipore, Billerica, MA, USA).
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Preparation of the biosensor system

Initially, BGE was cleaned using piranha solution
rinsed thoroughly with ultrapure water, and dried at room
temperature (r.t.). SAM formation was preceded by adding
a small volume of Cys (1 pL, 25 mM) diluted in phosphate
buffer (PB) on BGE surface and allowed to dry for 10 min.
Then, the electrode was washed with PB to remove any
unbound Cys molecules. Subsequently, 1 uL of 0.4 mol L™
EDC and 0.1 mol L""NHS at a ratio of 1:1 (v/v) was dropwise
on the Cys-modified BGE surface and waiting for 10 min.
After that, 1 pL of MAb-AFB; solution (25 mg mL ") was
dropped on the Cys-EDC-NHS-modifiedBGE surface and
incubated for 10 min at r.t.; in order to block the remaining
active sites, it was added 1 pL BSA (10%, m/v) to the BGE
surface for 10 min.

Sample preparation

Uncontaminated rice used in this study was obtained
from a local market. Initially, the rice was ground in a
household blender. Subsequently, 1 mg of ground rice
sample was spiked with AFB, (150 mg mL™") and mixed in
avortex mixer. After that, 5 mL of methanol (80%, v/v) was
added to the sample, followed by shaking during 45 min
and centrifuged at 5000 rpm for 10 min. The supernatant
was carefully removed and diluted in PB to obtain different
concentrations of AFB, (0.5 and 1 ng mL*; 1, 5, 10, 20
and 30 mg mL™).*¢

Biorecognition experiments

The experiments of biorecognition were carried out
by the addition of | uL AFB, at different concentrations
(0.5and 1 ng mL™%; 1, 5, 10, 20 and 30 mg mL™) on the
sensor surface for 10 min. Finally, experiments using
samples of rice containing different concentrations of AFB,
were performed.

Electrochemical measurements

Electrochemical measurements were carried out on
a PGSTAT 128N potentiostat/galvanostat (Metrohm
Autolab B.V., Utrecht, The Netherlands). An electrochemical
cell containing three electrodes, platinum wire as auxiliary
electrode, Ag/AgCl (saturated with KCI) electrode as
reference electrode, and gold disk electrode as working
electrode was used. The analysis were performed in the
presence of a 10 mmol L K,[Fe(CN)e]* /K;[Fe(CN)¢]* (1:1)
redox pair solution in 10 mmol L*PB (pH 7.4). Nyquist
plots were obtained in a frequency range varying between
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100 mHz to 100 kHz with amplitude of the applied sine
wave potential of 10 mV and CV plots were obtained at a
potential range between —0.2 and +0.7 V in a scan rate of
50 mvV st

Atomic force microscopy analysis

Atomic force microscopy measurements were
performed using a PicoSPM Il microscope (Molecular
Imaging, Tempe, AZ, USA). Cantilevers with a silicon
AFM probe (Multi 75 Al, resonant frequency = 75 KHz,
force constant = 3 N m™) were used for the noncontact
mode AFM in air at r.t. (ca. 25 °C). Lateral resolution was
set at 512 x 512 pixels in a scan area of 5 x 5 um. Images
were obtained fromat least three macroscopically separated
areas to ensure a good distribution and analyzed using AFM
Gwyddion software.?

Results and Discussion
Morphological characterization

The topographical and morphological analyses were
performed by means of AFM. Atomic force microscopy

is an excellent complementary technique to evaluate
biosensors, since the electrochemical response depends

52 nm
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on the morphology, such as surface roughness, porosity
of films and defects.?* Typical topographical (2D) and 3D
AFM images of the substrates surfaces containing Cys,
Cys-MADb and Cys-MAb-AFB, obtained by contact mode
are shown in Figure 2. Figure 2a shows the topography of
the electrode surface after Cys modification. Our results
for Cys height are in accordance with a previous work.*
Of note, it can be seen a complete and homogeneous
layer of the surface without the presence of aggregates or
defects. After obtaining the Cys-MADb sensor system, it is
visualized an increase in the surface roughness (Figure 2b).
Cys-MADb sensor system shows a surface roughness of
24 £ 2 nm. Immobilized MAb has a more globular looking
(Figure 2c), demonstrating its protein nature.® Some
authors found a typical height for antibody layer ranging
from 6 to 12 nm.?*When comparing the AFM images of
the sensor system before and after AFB, recognition, an
obvious difference could be observed, indicating that the
AFB, was successfully recognized.

Electrochemical characterization of the immunosensor

A previous study varying the concentration of Cys
(10, 15, 20, 25 and 30 mmol L) was performed aiming
to determine its optimal concentration for electrode
modification (data not shown). At a fixed adsorption time
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Figure 2. (a) Atomic force microscope (AFM) images of the substrate surfaces containing Cys; (b) Cys-MAb; and (c) Cys-MAb-AFB; using contact

mode. Scan area of 5 x 5 um.
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(10 min), it was observed that after 25 mmol L™ of Cys,
the electrode surface saturation occurred. In addition, we
performed a study varying the MAb-AFB, concentration
(18, 25, 50 and 75 mg mL ") adsorbed on the electrode
surface using an incubation time of 10 min. We observed a
saturation behavior of the electrode surface at 25 mg mL™!
of MAb-AFB,.

The coefficients of variation of the stepwise assembly
immunosensor are shown in Figure 3a. The redox reaction
of K,[Fe(CN)]* /K;[Fe(CN)g]* exhibits a reversible CVs
for BGE. Cys is used to modify the electrode surface
through a sulthydryl group. The adsorption of the Cys
on the electrode surface promoted a reduction in peak
currents. Cys molecule can increase the resistance due to
electrostatic repulsion between the carboxylic group of the
Cys and negative charges of the probe redox Fe(CN)g/3-30
After the co-addition of NHS and EDC coupling agents, the
activated negatively charged terminal carboxylic group of
Cys was replaced by NHS ester on the electrode surface.
Therefore, an increase of amperometric response was
observed due to an electrostatic attraction. The neutrally/
positively charged NHS ester promoted the transfer of the
negative redox probe to the electrode surface.** EDC-NHS
coupling agents are important to facilitate binding of the
antibody to the sensor system. Then, MAb-AFB, was
added to the sensor system to form a sensing layer. The
MADb-AFB, immaobilization on the sensor system promotes
a decrease in the anodic and cathodic peak current of

K4 [Fe(CN)e]* /K;[Fe(CN)o]>. Subsequently, 10% BSA
was added to block any nonspecific response, increasing
the specificity of the sensor.*

Figure 3b shows the Nyquist diagram corresponding
to the modification of the BGE for obtaining the sensor
electrode layer. The curve obtained for BGE reveals a
small semicircle associated to a very low electron transfer
resistance (R,). The assemblage of Cys on the electrode
surface induced an increase in the R, as an indication
of the electron transfer blockage. The modification of
the Cys monolayer using EDC-NHS coupling agents
resulted in a decrease of the R,. Coupling agents causes
a decrease in resistance due to the attraction between the
positively charged groups NHS and negative charge of
the redox probe.* After immobilization of the MAb-AFB,
on Cys-modified electrode, it was obtained an increase
in the R,. As expected, with the addition of BSA on
MADb-AFB,-Cys-modified electrode, a new R, increase
was observed. The impedimetric response is increased
after complete assembly of the system proportionally
to the quantity of material immobilized on the electrode
surface, demonstrating that the sensing layer was
successfully obtained.
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Figure 3. (a) Cyclic voltammograms and (b) Nyquist plots of the
stepwise immobilization of Cys, Cys-EDC-NHS, Cys-MAb-AFB; and
Cys-MADb-AFB;-BSA. The impedance spectra were taken for 10 mM
Ku[Fe(CN)e]*/Ks[Fe(CN)e]* (1:1) in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4)

in the frequency range from 100 mHz to 100 kHz. All electrochemical
measurements were performed in triplicate using three different samples.

Aflatoxin B, detection

Figure 4a shows the biorecognition process of the
immunosensor for five different concentrations of AFB,
(0.5and 1 ng mL*; 1, 5, 10, 20 and 30 mg mL™") and
negative control. The CVs of different concentrations of
AFB; reveal a gradual decrease of the peak current and an
increase in the peak-to-peak separation with increasing
AFB; concentration. The calibration curve is shown in
Figure 4b. The curve exhibits a toxin detection ranging
from 0.5 ng mL*to 30 mg mL™". Based on this, we found
that the calibration result is aligned with clinical reference
range and can be applicable for identification of toxins
in food. In addition, the coefficient of variation from this
assay was found approximately within 2%, supporting the
applicability of this method for real field analysis.

To evaluate the specificity of the immunosensor, it
was used a mycotoxin ochratoxin A as negative control.
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Viewing curve b (negative control) it is observed
non-significant variations in the anodic and cathodic peaks
of the voltammogram, demonstrating the specificity of the
biosensor.

Figure 4c shows a successive increase in the R
values with increasing of AFB, concentration. EIS
results are in accordance with coefficient of variation
analysis. The reduction of the amperometric response and
gradual increase in the R values (Figures 4a, 4b and 4c,
respectively) results from a progressive blockage of the
electron passage in the electrode/solution interface. This
blockage is related to the amount of the antibody-antigen
complex (MAb-AFB,) formed on the electrode surface.
In Figure 4c, we observed an insignificant R, value due to
the interaction of the immunosensor with negative control,
demonstrating the specificity of the immunosensor.

Additionally, the Nyquist plots were submitted to
analysis of data through EQUIVCRT program.*® The
experimental data were fitted using a modified Randles
equivalent circuit (insert of Figure 4c), which allowed to
obtain theoretical curves (Figure 4c). Warburg impedance
(W) represents the impedance of semi-infinite diffusion of
the redox probe to the electrode. The ohmic resistance of the
solution (Ry,) is associated with the bulk properties of the
electrolyte solution. Constant-phase element (Q) represents
the behavior of a double layer for a non-homogeneous
system. The phase angle of the Q element is related to n
parameter, where n is related to the dispersion of relaxation
time through the surface due to a non-homogeneity in
the capacitance.®* Electron transfer resistance controls
the electron transfer kinetics of the redox-probe at the
electrode/electrolyte interface.

Table 1 shows the equivalent circuit parameters of the
fitting curves for the immunosensor preparation followed
by antibody interaction with different concentrations of
AFB; in samples.

The performance of the immunosensor for aflatoxin
detection was evaluated through the relative variation of
the R, (AR), according to the equation 1:

R\ (ovn) Rm\w Ah-AFR )
AR, = x 100
I{.'Z\'\\ Ab-AFH

where R IS the value of the electron transfer resistance

after recognition of the toxin and Rana.rs1) COrresponds to

the R, value of the sensor layer. AR increases as function
of toxin concentration (Figure 5a), indicating aninteraction
between antibody and AFB;. Thus, our results demonstrated
that the modified electrode is effective on AFB, detection.
Thefilling of the recognition sites by toxin surface coverage
(6) can be calculated by (equation 2):
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Figure 4. (a) Cyclic voltammograms; (b) calibration curve obtained from
cyclic voltammetry (CV); and (c) Nyquist plots of the Cys-MAb-AFB-BSA,
system-control negative and system-AFB; in the concentrations of 0.5 and
1ng mL?, 1,2, 5,10, 20 and 30 mg mL. Insert in (c) represents the
equivalent circuit adopted to fit the impedance data, where R, is the
ohmic resistance of the electrolyte solution, Q the phase constant element,
W the

Warburg impedance and R, the electron-transfer resistance. Supporting
electrolyte: 10mM K [Fe(CN)]*/K3[Fe(CN)s]*(1:1) in phosphate buffer
10 mM, pH 7.4 solution; scan rate of 50 mV s.

(R,)

o=1- "®
R

1
\(N%ere Rg is the charge transfer resistance for Cys-Mab-AFB,
biosystem and R is the charge transfer resistance obtained
for different concentrations of the AFB, after interaction
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Table 1. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results
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Modified electrode R/ kna Q°/ uF ne

Bare gold electrode 0.75 8.15 0.68
Cysteine 2.99 3.34 0.81
Cysteine-EDC-NHS 1.22 7.19 0.72
Cysteine-EDC-NHS-MAb 2.40 3.78 0.77
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA 3.20 5.27 0.76
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 0.5 ng mL! 4.20 2.78 0.80
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 1 ng mL™! 4.74 4.30 0.80
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 1 mg mL™! 6.42 2.98 0.80
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 2 mg mL™ 6.75 1.69 0.86
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 5 mg mL™! 7.00 1.74 0.87
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 10 mg mL™" 8.99 141 0.89
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 20 mg mL™! 10.10 1.53 0.88
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-toxin 30 mg mL" 12.40 3.03 0.84
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 0.5 ng mL™! 3.70 3.50 0.85
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 1 ng mL™! 4.04 391 0.83
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 1 mg mL™! 5.06 7.50 0.76
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 2 mg mL™! 6.21 5.12 0.80
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 5 mg mL™! 6.76 4.00 0.83
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 10 mg mL™! 9.81 4.88 0.81
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 20 mg mL™! 10.84 4.60 0.81
Cysteine-EDC-NHS-MAb-BSA-rice 30 mg mL™! 14.70 3.87 0.82

aFlactron transfer resistance: beonstant-nhase element- crelated to the disnersion of relaxation time throuah the surface due to a nan-homaoaeneitv in
the capacitance dispersion of relaxation time through the surface due to a non-homogeneity in the capacitance. EDC: 1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-

ethylcarbodiimide hydrochloride; NHS: N-hydroxysuccinimide; MAb: monoclonal antibody; BSA: bovine serum albumin.

with the immunosensor. Figure 5b shows a plot of ©
as a function of concentration of toxin linkage to the
immunosensor. The values of 6 exhibita linear relationship
with toxin concentration and is found to be 75% for
30 mg mL" of toxin.
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Sample analysis

After the initial analysis, the proposed immunosensor
was applied to the determination of AFB, in rice to test
its performance in food samples. Figure 6 shows
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Figure 5. (a) Variation of electron transfer resistance (AR); and (b) toxin surface coverage (0) as a function of aflatoxin B; (AFB;) concentration. The
experimental data used to calculate 6 is shown in Table 1, including the standard deviation. All experiments were performed in triplicate using three

different samples.
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electrochemical behavior of the immunosensor using
samples. In Figure 6a, we showed the CVs of the biosystem
at different concentrations of AFB, in rice. After the
assemblage of the system on the electrode surface and
the process of linkage between the antibody and AFB,
present in rice, it is possible to observe a decrease in the
peaks current of the redox probe followed by an increase
in the peak-to-peak separation. A more detailed study
of the sensitivity of the immunosensor was conducted
by EIS. Distinct concentrations of AFB,in rice were
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Figure 6. (a) Cyclic voltammograms; (b) Nyquist plots; and (c) variation
of electron transfer resistance (AR.;) of the immunosensor before and after
interaction with aflatoxin B; (AFB,) in rice at different concentrations.
Cys-Mab-AFB;-BSA; system-control negative; and system-AFB, at
concentrations of 0.5 and 1 ng mL%; 1, 2, 5, 10, 20 and 30 mg mL™".
Supporting electrolyte: 10 mM K [Fe(CN),]*/K [Fe(CN) J* (1:1) in
10 mM phosphate buffer (pH 7.4) solution; scan rate of 50 mV s™'.
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analyzed (0.5and 1 ngmL; 1,5, 10,20 and 30 mg mL™")
and the impedance spectra reveals an increase in the R
proportional to AFB, concentration (Figure 6b). At higher
concentration, it can be observed an increased R value
after recognition process of AFB;. In Figure 6¢ we observed
a positive linear relationship between the AR, and AFB,
concentration available in contaminated rice. Therefore,
our data indicates that the proposed sensor could detect
AFB; in spiked rice samples in small concentrations
(1 mg mL™), demonstrating that the established biosensing
system could be applied for AFB, determination in real
agriculture products.

Conclusions

A highly selective label-free impedimetric immunosensor
based on cysteine monolayer and monoclonal antibody for
AFB, detection in rice was obtained. Cyclic voltammetry
and electrochemical impedance techniques were used to
investigate the immobilization of MAb on cysteine layer.
EDC-NHS system was usefull to immobilize MAb without
lostin the protein function. The biorecognition process was
revealed by the blockage of the charge transfer. Obtained
results demonstrated a good filling of the recognition sites
by toxin surface coverage. The resulting device exhibited
good sensitivity and reproducibility and could be used to
detect toxins in food.
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Abstract

In this paper an electrochemical immunosensor for specific detection of aflatoxin B1
was developed. Amino-functionalized iron oxide nanoparticles (NPsFe304-NHy)
were obtained. NPsFesO4-NH2 were chemically bound on self-assembly monolayers
(SAM) of mercaptobenzoic acid (MBA). Finally, monoclonal antibodies were
immobilized on NPsFesOs-NH2>-MBA. The sensor system was evaluated though
atomic force microscopy (AFM), cyclic voltammetry (CV) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS). Topographical analysis showed the formation of the
antigen-antibody complex on the electrode surface. A reduction in the anodic and
cathodic peak currents was observed after assembly of the sensor platform. The
impedimetric results demonstrated a reduction in the charge transfer resistance (Rct)
due to electrically insulating bioconjugates. Then, the specific interaction between
the sensor platform and aflatoxin B1 (AFB1) blocks the electron transfer of the
[Fe(CN)6]*/* redox pair. The proposed immunosensor represents a simple
alternative  applied with success to AFB1 detection in  peanuts,

representing a useful tool for ensuring food safety.

Keywords: Biosensor; Nanoparticles; self-assembled monolayer; aflatoxin B1;

electrochemical impedance spectroscopy; cyclic voltammetry.
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1. Introduction

Mycotoxins (Mtxs) represent a worldwide significant problem in health and
economy, since they have been found as a contaminant in food and agricultural products
(SMEESTERS et al., 2015). Some species of fungi, such as Aspergillus flavus and
Aspergillus parasiticus, are known to produce a group of chemically similar toxic
fungal metabolites named as aflatoxins (SHIM et al., 2014).

Aflatoxin B1 (AFBL1) is the most toxic among the aflatoxins and a powerful liver
carcinogen in mammals (WU et al., 2009) Fungi in the field or during the storage of
foods produce AFB1. Of note, grains, peanuts and feedstuffs are the most susceptible
agricultural products to AFB1 contamination. International Agency for Research on
Cancer classifies AFB1 as human carcinogen. In addition, AFB1 is a molecule with
teratogenic, mutagenic, immunosuppressive carcinogen properties (PIERMARINI et al.,
2007)

Diverse countries have established maximum tolerable limits (e.g., European
legislation establishes 2ug.kg? as the limit) for AFB1 due to its high toxicity to human
health (MAVRIKOU et al., 2017). AFB1 is a very stable compound and is almost
impossible to destroy it through industrial processes. Therefore, the monitoring of their
concentrations is mandatory to prevent intake of food contaminated and ensure food
security (HRUSKA et al., 2013).

Currently, high-performance liquid chromatography (HPLC) is the gold standard
for AFB1 detection (SENGUL, 2016). HPLC can be associated to other methods such
as thin-layer chromatography (RAMESH; SARATHCHANDRA; SURESHKUMAR,
2013), liquid chromatography-mass spectrometry (NONAKA et al., 2009), liquid
chromatography-mass spectrometry-mass spectrometry (BACALONI et al., 2008) and

enzyme-linked immunosorbant assay (LI; ZHANG; ZHANG, 2009). In spite of high-
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tech analytical methods be highly sensitive, some disadvantages are observed as
harmful solvents, high cost equipment, trained personnel, time-consuming and others
(AMMIDA et al., 2004; SHARMA et al., 2010; STROKA; ANKLAM, 2002).

New devices for specific detection of contaminants in food have been developed
associated to nanotechnology. In addition, (nano)immunosensors represent an excellent
alternative to detection of mycotoxins in foodstuffs (MAJER-BARANYI et al., 2016;
RALI; JOGEE; INGLE, 2015). In this context, electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) and cyclic voltammetry (VC) represent powerful techniques to evaluate changes
in the electrode/solution interface that result from the intermolecular toxin-antibody
interaction (BACHER et al., 2012; PERROTTA et al., 2012; TAN et al., 2009).

Nanomaterials have been used to interact or modify transducers aiming to
improve the response of the sensor (RONKAINEN; OKON, 2014). Magnetite
nanoparticles (NPsFe3O4) have been extensively used in the development of biosensors
since they offer advantages as biocompatibility, large surface-to-volume ratio, high
magnetic susceptibility and good dispersibility (CASTREJON-PARGA et al., 2015;
SILVA et al., 2013).

Self-assembled monolayers (SAM) enable the construction of ultra-thin oriented
and organized layers for immobilization of biomolecules (SU; LI, 2004). Some attention
has been paid for gold surfaces modified with thiols due to easy preparation, high
stability promoted by S-Au bond and van der Waals interactions (LOVE et al., 2005;
VERICAT et al., 2010). Mercaptobenzoic acid (MBA) is an aromatic derivative having
two functional groups in its structure, -SH which forms a stable bond with the surface of
the gold electrode and -COOH available to interact with diverse nanomaterials (WANG

etal., 2011; ZHOU et al., 2011).
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In this paper, we describe the development of an immunosensor based on amino-
functionalized NPsFezO4 (NPsFe304-NH>) chemically bound to MBA monolayers for
AFB1 detection in peanut. Initially, we modified the bare gold electrode (BGE) with
MBA to obtain a SAM and subsequently a bound to NPsFe304-NH; through a coupling
reaction. Finally, the monoclonal antibody (MAb) was immobilized on the NPsFe3O4-
NH2-MBA via covalent bond. Then, the immunosensor (MAbAFB1-NPsFezOs-NH,-
MBA-modified BGE) was used for detection of AFBL1 in peanuts. The assembly process
of the immunosensor is summarized in Fig. 1. CV, EIS and atomic force microscopy

(AFM) were used to characterize the fabrication process and sensor tests.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Ferric chloride, ferrous chloride, potassium ferri- and ferrocyanide were
acquired from VETEC (Brazil). 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTS) and 4-
mercaptobenzoic acid (MBA), bovine serum albumin (BSA), 1-[3-
(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), N-
hydroxysuccinimide (NHS), AFB1 and anti-AFB1 rabbit MAb (MAbAFB1) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Chemicals and solvents were of
analytical-grade and used as received. High-purity water (Milli-Q plus, Billerica, USA)

was used in all experiments.

2.2. Synthesis of magnetic nanoparticles
The coprecipitation method was used to obtain magnetic nanoparticles (YANG

et al., 2009). The synthesis was performed using a three-necked round-bottom flask
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containing 200 mL of 0.1 M FeCl3.6H20 and 0.5 M FeS04.7H20 solutions maintained
under intense stirring in a N2 atmosphere for 30 min. Then, 0.45 M aqueous solution of
HCI was mixed to Fe3*/Fe?* solution until a pH of 1.7 was reached and, subsequently,
added a 1.5 M aqueous solution of NH4OH until the liquid turn to black (pH 8). The
mixture was maintained under stirring overnight and the resulting magnetic particles
were magnetically separated. After, 0.2 g of NPsFesO4 were transferred into 90 mL of
ethanol (50%) solution and dispersed through an ultrasonic treatment process. Finally,
300 uL of APTES and 500 uL of NH4sOH were added to the previous solution to obtain
amino-functionalized NPsFezOs (NPsFe304-NH2) (GAN, NING; JIN, HAIJUAN; LI,
TIANHUA; ZHENG, LEI, 2011). Then, the solution was maintained under vigorous

agitation and heated at 60°C for 6h under N2 atmosphere.

2.3. Fabrication of the immunosensor

The first step was to perform the proper cleaning of the gold electrode. Initially,
BGE was immersed in a piranha solution, rinsed with Milli-Q water and dried at room
temperature. 1uL of MAB (5%) was dropwise on the BGE until dry to obtain a thin-
film. After, MBA-modified BGE surface was activated using 1uL of 0.4M EDC and
0.1M NHS (1:1, v/v) and waiting for 10 min. Then, 4uL of NpsFesOs-NH2 was dropped
on the surface and waiting for 20 min. Subsequently, EDC:NHS coupling reaction was
performed during 10 min to activate the surface of NPsFesOs-NH2-MBA-BGE. After,
2uL of MAbAFBL1 solution (75ug.mL™Y) was dropped on the NPsFe3Os-NH-MBA-
BGE and incubated for 20 min at room temperature. The remaining active sites were
blocked using 1uL BSA (10% p/v) for 5 min. The experiments of sensibility and
specificity were performed using 2uL of the contaminated peanut at different

concentrations 2,5 x 10%, 1 x 10%, 5 x 103, 1 x 10% 2 x 10* and 3 x 10* ng.mL?) with an
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exposition of 15 min at room temperature. Finally, additional experiments were
performed with real samples at different concentrations of contaminated peanut (AFB1

ranging from 2,5 x 103, 1 x 10%, 5 x 103, 1 x 104 2 x 10* and 3 x 10* ng.mL™).

2.4. Peanut contamination

Non-contaminated peanut used in this experimental was obtained from a local
market. First, the peanut was triturated in a multiprocessor until obtain a fine powder.
Subsequently, triturated peanut sample (1mg) was spiked with AFB1 (150ug.mL™) and
homogenized in a vortex. Then, 5 mL of methanol (80%) was added and shaking for 45
min followed by centrifugation at 5000 rpm for 10 min. The supernatant was carefully
removed and diluted in PBS to obtain different concentrations of AFB1 (TAN et al.,

2009).

2.5. Electrochemical measurements

Electrochemical measurements were performed using a PGSTAT 128N
potentiostat/galvanostat  (Autolab, The Netherlands) with a conventional
electrochemical cell in the presence of a 10mM Ka[Fe(CN)es]* /Ks[Fe(CN)s]*~ (1:1)
solution in PBS. The experiments were performed using a three-electrode configuration
consisting of a platinum wire, Ag/AgCI (saturated KCI) and a gold bare electrode (2
mm diameter) as counter, reference and working electrodes, respectively. CV analyses
were performed at potential range between -0.2V and +0.7V at a scan rate of 50mV.s™.
EIS experiments were performed at a frequency range from 100 mHz to 100 kHz by

applying 10 mV amplitude sine wave.
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2.6. Topographical analysis

AFM measurements were performed using a commercial microscope PicoPlus
(Molecular Imaging, USA). Cantilevers with a silicon probe (Multi 75 Al, resonance
frequency = 75 KHz, constant force = 3 N.m™) being used in non-contact mode in air at
room temperature (T = 25 ° C). The lateral resolution was fixed at 512 x 512 pixels in a
scan area of 5 x 5 um. The images were obtained from the analysis of three
macroscopically separated areas to ensure a good distribution. The images were

analyzed using Gwyddion software.

2.7 X-ray diffraction analysis

X-ray diffraction measurements were performed on a Bruker D8 Advanced
Davinci X-ray diffractometer (Bruker). The samples were analyzed using the powder
method, using Cu Ko radiation at 40 kV and 40mA. The peaks were identified
according to JCPDS No. 19-0629. The crystalline sizes were calculated using Scherrer

equation.

3. Results and Discussion
3.1 Topographical analysis

AFM technique is a useful tool to obtain information on the characteristics of the
immunosensor topography after each stage of electrode modification (MALVANO et
al., 2016). Figure 2 represents the surface architecture of MBA, MBA-Fez04, MBA-
Fe304-NH2-MabAFB1 and MBA-Fe30s4-NH>-MabAFB1-AFB1. The analysis were
performed by using a non-contact mode. Fig. 2a shows the topography of the electrode
surface after modification with the MBA revealing small roughness. Fig. 2b shows the

topographic surface after binding of the FesOs-NH2 on the MBA surface, which is
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significantly different from the previous image. MBA- Fe3Os-NH2 represents an
effective platform for MAbAFB1 immobilization, since occurs an increase in the height
and modification of the surface roughness (Fig. 2c) In Fig. 2d it is possible to visualize
the complete coating of the surface resulting from the formation of the antigen-antibody

complex. In addition, the differences in heights confirm the surface modification.

3.2 X-ray diffraction analysis

X-ray diffraction measurements of NpsFe3Os and NpsFesOs-NH> were
performed. In Fig. 2a, we observed a diffractogram characteristic of magnetite
according to JCDPS-ICCD 19-0629. The presence of an amorphous material on the
particle surface results in variation of the diffractogram with lower intensity peaks (Fig.
2b). Similar data were found in the work of Huang et al., 2010, in which the use of
chitosan in the synthesis of a nanocomposite of iron oxide / chitosan nanoparticles
produced a reduction of crystallinity. Scherrer equation was used to determine the
crystalline size resulting in diameters of NpsFesOs and NpsFesO4-NH. about 137nm

and 165nm, respectively.

3.3. Electrochemical characterization

Fig. 4a shows the behavior of the BGE in Fe(CN)s*/* solution. Reversible CVs
with a pair of well-defined redox peaks were observed (Fig. 4a). A decrease in the
amperometric response is obtained after surface modification. In fact, this behavior
occurred due to repulsion between negative charges present in the MBA monolayer and
Fe(CN)g*/*solution. The chemical modification of the carboxylic group of MBA by
positively/neutrally charged NHS ester contributes to the transfer of the negative redox

probe (GENG et al., 2008).
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NPsFes04-NH. were covalently linked to MBA through EDC:NHS coupling
method resulting in a reduction of the peak currents due to the decreased penetration of
the redox probe. Previous works showed similar results (COSTA et al., 2014; EMAMI
et al., 2014; ESKANDARI et al.,, 2015). After that, MAbAFB1 was chemically
immobilized to NPsFe30s-NH2>-MBA-modified electrode using the same EDC:NHS
coupling method. MAbAFB1 immobilization results in decrease of the anodic and
cathodic peaks. The current decrease in the sensor response can be attributed to barrier
caused by immobilization of the biomolecules, which promotes a blocking of the
electron transport at the electrode/electrolyte interface. Finally, BSA was added to avoid

any nonspecific response (SHARMA et al., 2010).

The BGE response is associated to a small semicircle domain corresponding to a
very low electron transfer resistance (Ret = 2.79 x 102 Q) (Fig. 4b). MBA monolayer
induced an increase in the Re (3.77 x 10° Q) indicating a blockage in the electron
transfer. The activation of the MBA monolayer using coupling agents resulted in a
decrease of the Rqt value (2.95 x 10° Q). The immobilization of the NPsFe304-NH; and
MADAFB1 leads to an increase in the R (4.31 x 10° Q to 7.95 x 10% Q, respectively).
The addition of BSA on modified electrode promotes a further increase in the Rt value
(9.29 x 10° Q). As expected, the increase in the R value is proportional to the amount
of immobilized material, which retards the electron transfer kinetics between the
electrode surface and redox probe.

A previous study varying the concentration of MAbAFB1 (25, 50, 75, 100 and
125 pg.mL?t) was performed (Fig. 5). It is important to note an increase of the R
proportional to MAbAFB1 concentration. However, a plateau is visualized in Fig. 5 due
to the saturation of the sensor surface. Therefore, 75 pg.mL? was the antibody

concentration used in our experiments.
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3.4. Impedimetric detection of AFB1

In Fig. 6a we can observe the detection process of the platform sensor for six
different concentrations of AFB1 (2,5 x 10°, 1 x 103, 5 x 103, 1 x 104 2 x 10% 3 x 10*
ng.mL™) and a negative control (1 pg.mL™). An increase of the Rct (8.35 x 10% — 1.69 x
10* Q) proportional to AFB1 concentration is observed in the Nyquist diagrams. AFB1-
antibody complex introduces a barrier to electron transfer between the redox pair and
the electrode (Ma et al., 2016). The impedimetric results for negative control is

insignificant demonstrating the specificity of the biosensor (Fig. 6a, semicircle b).

Theoretical curves (Fig. 6a) were obtained from the impedance data using a
Randles equivalent circuit (Fig. 6b). The components analyzed were electrolytic
resistance (Ra: representing the charge properties of the electrolytic solution), electric
double layer capacitance (Ca: depending on the dielectric characteristics of the
electrode/solution interface), charge transfer resistance (Rct: controls the transfer
kinetics of the redox probe at the interface), and Warburg element (W: impedance
representing the diffusion of the redox probe into the electrode). The parameters of the
theoretical curves are listed in Table 1. In addition, a detailed information on the

impedance data can be obtained through relative variation of the Rct (ARct), according to

ARct(%) = [(Ret(ars1) - Retsenson)/Rct(sensor)] X 100.

Retsensor) and Ret(ars1) represent charge transfer resistance values before and after
formation of the antibody-antigen complex, respectively. AR% proportionally increase
with toxin concentration confirming the biorecognition process (Fig. 6¢). The regression
equation shows exponential behavior. In addition, no significant responses were
observed when the platform was used to analyze other mycotoxin (ochratoxin A). Our

results revealed the effectivity of the sensor layer to the recognition of the AFBL.
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3.5 Real Samples Analysis

Additional tests were performed to verify the performance of the immunosensor
for AFB1 detection in peanuts. The sensitivity of the immunosensor at different
concentrations of AFB1 was evaluated using EIS (Fig. 7a). The biorecognition of the
AFB1 resulted in an increase of the R¢ proportional to AFB1 concentration. The
calibration curve for AFB1 detection demonstrates a liner relationship between AR and
AFB1 concentration (Fig. 7b). The regression equation of the calibration curve isy =y
= 62.05494 + 6.61056 x, R? = 0.97039. Therefore, our data indicated the effectivity of

the proposed biodevice for AFB1 detection in peanut.

CONCLUSIONS

In this paper, a simple impedimetric nanoimmunosensor for AFB1 detection in
peanut based on Self-assembled monolayers of NPsFe30s-NH2>-MBA was developed.
NH2-modified NpsFesOs were used to obtained a better immobilization of the
monoclonal antibody. Cyclic voltammetry and electrochemical impedance techniques
were used to investigate the modification of the electrode surface and toxin detection.
The immunossensor performance was tested against extracts obtained from toxin-spiked
peanut samples. The proposed immunossensor demosntrated and demonstrated

sensitivity/especificity and can be used as a tool to monitor AFB1 in food and feed.
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Figure Caption
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Figure 2. Atomic force microscope (AFM) images of the substrate surfaces
containing MBA (a); MBA-Fe304 (b); MBA-FezO4-MabAFB1 (c); MBA-FeszOs-
MabAFB1-AFB1 (d) using non-contact mode. Scan area of 10 x 10 um.
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Figure 3. Diffractogram of NpsFe304 (a) and NpsFez04+.NH, (b)
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Figure 4. Cyclic voltammograms (a) and Nyquist plots (b) of the stepwise
immobilization of MBA, MBA-EDC:NHS, MBA-NpsFez04+-NH2, MBA-NpsFezOas-
NH,-EDC:NHS, MBA-NpsFez04+-NHo,-MAbAFB1 and MBA-NpsFe3O4-NHz-
MADbAFB1-BSA.
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Figure 5. AR.% as a function of antibody concentration

# MBA-Fe30,4-NH,-MADAFB1
1.5x10" 4 Biolayer-Negative control
= Biolayer-AFB1[2ng/mL]
Biolayer-AFB1[5x1 OzngImL]
< Biolayer-AFB1[1x1 OangImL]
Biolayer-AFB1[5x1 OangImL]
1.0x10* 4 Biolayer-AFB1[1x10°ng/mL]
> Biolayer-AFB1[2x1 04ngImL]
Biolayer-AFB1[3x10*ng/mL]

-Z"(Q)

5.0x10° -

0'0 il 1 1 1 1 1
0.0 5.0x10° 1.0x10° 1.5x10" 2.0x10° 2.5x10"

Z'(Q)

145



120 +

100 -

80~

60 <

ARgt (%)

40 -

204

0 5 10 15 20 25 30

Toxin concentration (x103 ng mL'1)

Figure 6. Cole-Cole diagrams (a) of the immunosensor after interaction with
AFB1 at six different concentrations and negative sample. Equivalent circuit

adopted to fit the impedance data (b).AR«% as a function of AFBI1
concentration (c).
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Figure 7. Cole-Cole diagrams (a) and AR«% (b) of the immunosensor after
interaction with AFB1 in rice at different concentrations.
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Table 1

Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results.

Modified eletcrode Toxin Ra(Q) Ca (F) Ret (2) W ()
(ng/mL)

EAu 6,36e+2 9,83e-7 2,79e+2 3,85e-4
MBA 7,33e+2  9,89e-7 3,77e+3 2,95e-4
MBA-EDC-NHS 7,14e+2 1,10e-5 2,95e+3 4,32e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH> 7,20e+2  6,91e-6 4,31e+t3 4,25e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS 6,86e+2 1,24e-5 2,81e+3 4,06e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA 6,24e+2  3,20e-6 9,29e+3 4,32e-4
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,88e+2 9,07e-6 4,10e+3 4,28e-4
MADbAFB1 25ug/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,41e+2 3.95e-6 5,65e+3 4,29e-4
MADAFB1 50ug/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,59e+2 3,18e-6 7,95e+3 4,27e-4
MADbAFB1 75ug/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 6,76e+2 2,87e-6 8,09e+3 4,19e-4
MADbAFB1 100pg/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5,94e+2 3,45e-6 8,14e+3 4,32e-4
MADbAFB1 125ug/mL
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 2 7,05e+2 1,06e-6 8,15e+3 2,17e-4
MADbLAFB1-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x102 5,75e+2  8,66e-7 9,80e+3 2,16e-4
MADbLAFB1-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x103 5,94e+2 1,08e-6 1,05e+4 2,09e-4
MADbLAFBI1-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x103 6,20e+2 1,07e-6 1,33e+4  1,99e-4
MADbLAFBI1-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x104 7,02e+2 1,24e-6 1,42e+4 1,67e-4
MADbLAFB-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 2x104 6,27e+2  7,54e-7 1,60e+4 1,79e-4
MADbLAFB1-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 3x104 6,33e+2 1,59e-6 1,69e+4 1,74e-4
MADbLAFBI1-Toxin
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 2 6,23e+2  2,11e-6 1,15e+3  2,40e-4
MADbAFB1-Peanut
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x103 5,08e+2 2,31e-6 1,23e+4  3,87e-4
MADAFB1- Peanut
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x103 4.27e+2  2,84e-6 1,42e+4  3,63e-4
MADAFB1- Peanut
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 5x103 3,96e+2  2,48e-6 1,72e+4  3,02e-4
MADAFB1- Peanut
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 1x104 4,04e+2  3,60e-6 1,87e+4  3,36e-4
MADAFB1- Peanut
MBA-EDC:NHS-NpsF304-NH2-EDC:NHS-BSA- 2x104 3,99e+2 2,19e-6 2,30e+4 2,57e-4
MADAFB1- Peanut
MBA-EDC-NHS-F304-NH2-EDC-NHS-BSA- 3x104 3,80e+2 3,03e-6 2,85e+4  3,04e-4

MADbAFB1- Peanut
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