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RESUMO

Aflatoxina B1 (AFB1), € uma micotoxina proveniente de metabolismo fangico,
sendo considerada potente agente carcinogénico. Os imunossensores
nanoestruturados sdo alternativas para a deteccédo de toxinas alimentares baseado
na formacdo do complexo anticorpo-antigeno. O objetivo deste estudo foi o
desenvolvimento de um imunossensor para deteccdo de AFB1 em alimentos,
processo este caraterizado por meio das técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica
(VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Para o desenvolvimento
deste sensor foi utilizado o aminoacido cisteina (Cys), 1-[3-(dimetilamino) propil]-3-
etilcarbodiimida (EDC), N-hidroxissuccinimida (NHS), anticorpo anti-AFB1 e o soro de
albumina bovina (BSA). A plataforma imunossensora foi construida sobre a superficie
de um eletrodo de ouro. Nas primeiras etapas da montagem, foram realizadas a
adsorcdo do aminoacido cisteina e imobilizacdo das nanoparticulas de 6xido de zinco
(NPszZnO), que se destacam pelas suas propriedades fisico- quimicas.
Posteriormente, o anticorpo monoclonal anti-aflatoxina Bl(anti-AFLA B1) foi
imobilizado quimicamente sobre o eletrodo por meio de acoplamento quimico e a
seguir, foram realizados ensaios de seletividade e sensibilidade com amostras de
AFB1 (0,01 ng.MI-1 a 100ug/mL -1). Por meio das alterag6es no perfil voltamétrico e
impedimétrico, foi possivel avaliar o comportamento eletroquimico do imunossensor.
Inicialmente o eletrodo de ouro limpo demonstrou um comportamento eletroquimico
limitado por difusdo apresentando picos anddico (ipa) e catodico (ipc) bem definidos.
Apds a modificacdo do eletrodo com cisteina houve uma discreta diminuicdo das ipa
e ipc. No entanto, a imobilizacdo das NPszZnO, demonstraram um aumento na
condutividade do eletrodo. A imobilizagédo de anti-AFLAB1 e a interacdo do sistema
sensor Cys-NPsZnO-anti-AFLAB1 com diferentes concentragcdes de AFB1 revelou
aumento do diametro do semicirculo com consequente incremento na resisténcia a
transferéncia de carga. Em adicdo, houve uma diminuicdo na magnitude da resposta
amperomeétrica total do sistema, indicando, que o imunossensor foi capaz de
bioreconhecer o analito alvo. O imunossensor desenvolvido demonstrou ser uma
ferramenta sensivel e seletiva que pode favorecer a deteccdo de aflatoxina B1 em

alimentos contaminados.

Palavras-chave: Imunossensor; NPsZnO, eletroquimica ; aflatoxina B1.



ABSTRACT

Aflatoxin B1 (AFB1) is a mycotoxin originating from fungal metabolism and is
considered a potent carcinogenic agent. Nanostructured immunosensors are
alternatives for detecting food toxins based on complex-antigen formation. The aim of
the study was the development of an immunosensor for the detection of AFB1 in food,
a process characterized by the electrochemical techniques of cyclic voltammetry (VC)
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). For the development of this
sensor, the amino acid cysteine (Cys), 1-[3-(dimethylamino) propyl] -3-
ethylcarbodiimide (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS), anti-AFB1 and bovine albumin
serum (BSA) were used. The immunosensor platform was formed on the surface of a
gold electrode. In the first stages of assembly, the adsorption of the amino acid
cysteine and immobilization of zinc oxide nanoparticles (NPsZnO), which stand out for
their physical-active properties, were carried out. Subsequently, the anti-aflatoxin B1
monoclonal antibody (anti-AFLA B1) was chemically immobilized on the electrode by
chemical coupling and then selectivity and sensitivity assays were performed with
AFB1 (0.01 ng.mL -1 to 100 pg/mL -1). Through changes in the voltammetric and
impedimetric profile, it was possible to assess the electrochemical behavior of the
immunosensor. Initially, the clean gold electrode has a diffusion limited electrochemical
behavior demonstrated by well-defined anode (ipa) and cathodic (ipc) peaks. After
modification of the electrode with cysteine, there was a slight decrease in ipa and ipc.
However, an immobilization of NPsZnO, demonstrated an increase in electrode
conductivity. The immobilization of anti-AFLAB1 and interaction of the Cys-NPszZnO-
anti-AFLAB1 sensor system with different AFB1 concentrations revealed an increase
in the semicircle diameter with a consequent increase in the charge transfer resistance.
In addition, there was a decrease in the magnitude of the total amperometric response
of the system, indicating that the immunosensor was able to biorecognise the target
analyte. The developed immunosensor is a sensitive and selective tool that can favor

the detection of aflatoxin B1 in contaminated food.

Keywords: Imunosensor; NPsZnO, eletrochemistry and aflatoxin B1.
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19

1 INTRODUCAO

As micotoxicoses sdo doencas causadas pelos fungos (Bennett e Klich, 2003)
e acontecem pela inalagcdo dos esporos como também pela ingestdo de alimentos
contaminados (Calderone e Cihlar, 2002). Uma vez presente no organismo, as
micotoxinas (MTX) estimulam a inibicdo de sintese de algumas proteinas, lipidios,
acidos nucléicos entre outros, induzindo ao estresse oxidativo nas células como
também a inibicéo do ciclo celular (Creppy et. al., 2004). As micotoxinas desenvolvem-
se em condic¢des de transporte, campo ou até no decorrer do tempo de estocagem de
alimentos (Fink-Gremmels, 2008). Os principais géneros fungicos que produzem as
MTX s&o: Aspergullis, Penicillum e Fusarium (Ashiq, 2014).

Segundo Bennett e colaboradores as micotoxinas (MTX) sdo compostos de
baixo peso molecular, que sdo produzidas por fungos filamentosos. Estima-se que
existe mais de 300 compostos conhecidos como MTX, porém uma pequena
guantidade apresenta riscos significativos a contaminacao na alimentacdo humana e
animal (Bennett; Klich, 2003), desenvolvem-se em condicfes de transporte, campo ou
até no decorrer do tempo de estocagem de alimentos (Fink-Gremmels, 2008).

Os métodos baseados em imunoensaios sao ferramentas muito importantes para
investigacdo das aflatoxinas (AFTs), o ensaio imunoenzimatico ELISA (Turner et.al.,
2009), outros métodos como cromatografia liquida de espectrometria em massa
(LC/MS), o LC- MS acoplado ao ELISA (Pallaroni e Von Holst, 2003), o método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Gonzélez- Osnaya et.al., 2008),
cromatografia em camada fina (TLC), sdo métodos que ja sao utilizados para a
identificacdo de AFB1(Pallaroni e Von Holst, 2003), ensaios de reacdo em cadeia
polimerase em tempo real (PCR) (Morelo et. al., 2007) e cromatografia em camada
delgada (CCD) (Pallaroni; Von Holst, 2003); diante de todas estas técnicas a HPLC é
a mais empregada e validada para a detec¢cdo das MTXs, entretanto nesta técnica ha
uma demanda elevada de reagentes como também, necessita de um alto grau de
pureza para a analise cromatografica, e o alto custo de instrumentagcéo e manutencéo,
impossibilita uma analise rapida e concomitante ao baixo custo, estabelecendo de
forma clara que hd uma necessidade de desenvolver novas ferramentas para

deteccgdo e diagndstico custo (Gonzalez- Osnaya et. al., 2008).
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Os biossensores apresentam respostas mensuraveis para fins diagnosticos e/ ou
terapéuticos fundamentado em materiais de origem biologica, quando a interacdo com
0 seu transdutor. Os crescentes estudos relacionados aos biossensores iniciaram-se
com a comercializacdo dos monitores de glicose e outros que visavam a reducao de
custos para os pacientes (Shanmugam et.al.,2017), sua principal caracteristica é a
capacidade de associacao entre o reconhecimento sensivel do elemento biologico,
que vai acontecer pelo o transdutor que ir4 converter o sinal que é biolégico em um
sinal elétrico mensuravel, tornando possivel a detec¢cdo do analito por meio das
variacfes de massa, temperatura ou estado de oxidacéo, entre outros ; além do mais
podem ser utilizados para deteccdo de qualquer tipo de elemento que tenha a
capacidade de ligar-se a um substrato, apresentando uma maios estabilidade (Li et.al.,
2007).

O desenvolvimento de dispositivos sensores apresenta como premissa a
viabilidade de amplificar as detec¢bes de micotoxinas, representando assim uma
tecnologia que pode ser empregada nos mais variados setores da industria alimenticia
configurando uma melhora relacionada aos processos de producéo, armazenamento,
protecdo e seguranca dos alimentos; sendo mecanismos sensiveis, simples, que
realizam uma rapida andlise reprodutiva, baixo custo, e com a possibilidade de
miniaturizacgao (Oliveira et. al., 2019).

Com a utilizacdo de técnicas eletroquimicas torna-se possivel a obtencdo de
informacdes relacionadas aos parametros elétricos, como: potencial, condutividade e
corrente elétrica, das determinadas substancia, visto que a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS) e a voltametria ciclica (VC), séo altamente sensiveis
e aplicaveis para estudos de interfaces em transdutores, quando em solucdes
associadas em eletrodos, quaisquer alteracdes resultardo em deslocamentos de
corrente de picos em ambas, sendo importantes para compreenséao das propriedades
de cada componente (Elgrishi et.al., 2017; (Tanimoto e Ichimura., 2013).

As modificagdes vao acontecer na superficie do eletrodo de ouro, e designarao
a sua capacidade de deteccdo especifica, deste modo as monocamadas
automontadas sdo empregadas para obtencdo de uma camada ordenada que compde
o biodispositivo proporcionando a ele uma alta sensibilidade e reprodutibilidade
(Mukdasai et al., 2016).
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Os imunossensores sao biossensores que sao muito utilizados para deteccao
de agentes microbianos, por apresentarem uma resposta precoce, com alta
sensibilidade e especificidade, as interacdes acontecem quando o anticorpo €
imobilizado na superficie do eletrodo (Skladal et al., 2013). A maior parte destes
imunossensores baseia-se no ensaio competitivo ou sanduiche, podem existir duas
formas de abordagem para estes imunossensores: a primeira 0s antigenos que seréao
imobilizados competirdo com o0s antigenos livres para anticorpos livres que séo
marcados, ja a outra, 0s anticorpos serdo primeiro imobilizados e reagirdo com 0s
antigenos livres (Ricci et. al., 2007).

As aflatoxinas (AFTs) sdo consideradas potentes agentes cancerigenos (Fink-
Gremmels, 2008), teratogénicos, mutagénicos e imunossupressor. E frequentemente
encontrada em racdes e alimentos e tem sido associada a algumas doencas em
humanos em todo o mundo. As AFTs exibem uma grande familia composta por varios
géneros incluindo B1, B2, G1 e G2, porém outros trés tipos de micotoxinas
pertencentes a familia AFTs, foram detectados: M1, M2 e B1 (Marin et. al., 2013), que
contaminam principalmente milho, amendoim, cereais antes ou pés colheita, tendo
como temperatura ideal para replicacdo e desenvolvimento 24 a 35° C (Paniel et. al.,
2010).

A aflatoxina B1 é que apresenta maior toxicidade quando comparada a todas
as outras de sua familia exibindo efeitos hepatotoxicos e carcinogénicos, além disto
elas sdo bastantes estaveis em temperaturas altas configurada a partir de sua
organizacdo quimica podendo, portanto, resistir a processos de cozimento (Binder
et.al., 2007). Para que exista um tratamento mais rapido e eficaz contra as
micotoxicoses, como também identificar as fontes de contaminacéo deve-se utilizar
de ensaios que apresentem maior seletividade e sensibilidade, e capacidade de
miniaturizacdo como no caso dos biossensores (Magliulo et. al., 2005).

Segundo Perez e colaboradores a nanociéncia baseia-se nos fenbmenos e na
manipulacdo de materiais a nivel molecular e atbmico, a nanotecnologia é a sua
capacidade de desenvolvimento de novos materiais, vem sendo amplamente utilizada
a biossensores, principalmente pela capacidade de processamento em micro e
nanoescala. Os nanomateriais sao definidos por apresentarem uma ou mais

dimensdes (Perez et.al., 2012).
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Na literatura podemos encontrar inUmeras aplicacdes de aminoacidos para a
biotecnologia, e uma das suas principais vantagens € a de manter a estabilidade das
proteinas empregadas a biossensores (Arakawa et.al., 2007). Desta forma, o
aminoacido que foi aplicado a este sistema é a cisteina que apresenta trés
agrupamentos funcionais: tiol, carboxila e amino; que se ligam aos outros
componentes do sistema para construcdo das SAMs, como por exemplo: o
agrupamento tiol que se liga ao ouro da superficie do eletrodo, configurando um
sistema livre de interferéncias, sensivel e estavel (Mukdasai et al., 2016).

As pesquisas voltadas para sintese, desenvolvimento e utilizacdo de
nanoparticulas vem crescendo devido as suas 6timas propriedades fisico-quimicas:
escala nanométrica, condutividade elétrica elevada e biocompatibilidade. As
nanoparticulas de 6xido de zinco sdo um importante nanomaterial multifuncional
utiizado em varios métodos de deteccdo analitica como em biossensores
pizoelétricos, eletroquimicos e Opticos. Os biossensores eletroquimicos a base de
NpsZno séo efetivamente usados para detectar uma grande variedade de analitos,
como glicose, acido urico, colesterol, DNA e dopamina. (Gagliardi et.al., 2007).

Em adicdo, NpsZno tem sido reconhecido como um bom candidato para
aplicacOes de biossensores devido ao seu alto ponto isoelétrico (PI), custo-beneficio,
nao toxicidade e estabilidade quimica. Um alto valor de Pl permite um melhor processo
de absorcéo de enzimas, DNA e proteinas por interacdes eletrostaticas (Porto et.al.,
2018).

As micotoxinas sao produzidas exclusivamente por fungos filamentosos,
desencadeando efeitos nocivos em seres humanos e animais, que diante do exposto
entendemos que a AFB1, apresenta-se como um grande problema de saude, a partir
de seus efeitos deletérios como também para a industria alimenticia, o que afeta
diretamente a economia de inUmeros paises, de maneira que 0S imunossensores
entram como Otima estratégia tornando possivel a deteccdo em de AFB1 devido ao
fato de que o contato com o analito vai acontecer a partir de interagcéo eletrostética, o
que caracteriza um sistema sensivel e especifico, facilitando a quantificagdo em
escala de picograma nos mais variados alimentos (Binder et.al., 2007). No presente
trabalho foi realizado a modificac&o na superficie do eletrodo de ouro, com aminoacido

da cisteina e anticorpo monoclonal especifico para detecgdo de AFB1 em alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma plataforma biossensora nanoestruturada baseada em
nanoparticulas de oxido de zinco para a biodeteccdo de micotoxinas alimentares,
especificamente a Aflatoxina Bl de interesse clinico através de técnicas
eletroquimicas e analise topografica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacado fisico-quimica dos parametros relacionados as etapas de
modificacdo da superficie do eletrodo metalico;

e Determinacdo das propriedades bioeletroquimicas da modificacdo covalente
das NPsZnO e anti-AFB1,

¢ Avaliacdo os fendbmenos interfaciais do sistema Cys-NPsZnO- anti-AFB1 e sua
utilizacao para fabricacdo de biodispositivos;

e Caracterizagcdo a interacdo do sistema Cys-NPszZnO- anti-AFB1 com a
micotoxina AFB1 através das técnicas de EIE e VC,;

e Analise da técnica de EIE para caracterizacdo impedimétrica da interacao de
Cys-NPsZnO- anti-AFB1 com as MTXs;

e Avaliacdo da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) através de circuitos
equivalentes;

e Determinacdo as correntes de pico anddicas (ipa) e catddicas (ipc) dos
voltamogramas ciclicos;

e Realizacdo da andlise morfologica e estrutural da superficie dos eletrodos

metélicos através de microscopia de forga atdmica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo compostos de metabdlitos secundarios toxicos
originalizados por fungos filamentosos de baixo peso molecular (Sakata et.al.,
2011) que também podem ser sintetizados em condi¢fes laboratoriais, de maneira
que sao biossintetizados e excretados ao longo das vias secundérias metabdlicas,
de modo que o termo micotoxina é descrito por Serra, 2015 como: “metabdlitos
secundarios produzidos por fungos que ocorrem naturalmente como
contaminantes de produtos agricolas, e que demonstram toxicidade quando
administrado por uma via natural, essencialmente por via oral” além de ser
considerada um contaminante natural (Serra., 2015), possuindo assim a
capacidade de se desenvolver em diversos tipos de alimentos, como por exemplo:
amendoim, trigo, feijao, arroz entre outros (Sakata et.al., 2011).

Alguns fatores tornam-se favoraveis para a sua producao, sendo estes: fatores
extrinsecos (ambientais), a prépria fisiologia e bioguimica fungica toxigénica, e
outros; alimentos que apresentam um grande teor de carboidrato, umidade relativa
intermediéria, o clima tropical de nosso pais também torna o processo de producéo
de micotoxinas ainda mais facilitada; a maior parte dos alimentos contaminados
por micotoxinas podem ser monitorados, porém outros como o leite e queijos pode
haver uma deteccdo durante o processo de manufatura, mas posteriormente com
seu processo de deterioracdo, ndo torna-se possivel a avaliacdo; quando
comparadas a toxinas bacterianas sao um tanto quando simples, de modo que as
circunstancias que levam a sua producdo podem resultar em sua prevencéo
(lamanaka; Oliveira; Taniwaki., 2010).

Estas apresentam uma grande variedade de estruturas quimicas que serao
responsaveis por perturbar o metabolismo dos lipidios e carboidratos em humanos,
podendo modificar a estrutura de DNA e RNA célula, por intermédio de ligacdes
covalentes irreversiveis ou reversiveis, podendo causar a morte em seres
humanos e animais (Sakata et.al., 2011), outro ponto importante das micotoxinas
€ a sua temperatura ideal de crescimento e biossintese ficando entre entre 20° e
35° (Bennett; Klich., 2003).
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O termo surgiu em meados de 1960 no Reino Unido, com uma doenca
aparentemente de natureza aviaria no qual houve a morte de inUmeros perus,
sendo denominada primariamente de doencga X, a partir deste acontecimento deu-
se inicio a uma séria de investigacdes onde se descobriu que a mesma estava
relacionada ao alimento oferecido aos perus, especificamente a farinha de
amendoim que estava contaminada com um metabdlito produzido pelo Aspergillus
flavus, partindo dai inUmeros estudos para descoberta de véarios outros tipos de
micotoxinas, configurando os anos de 1960 a 1975 como a “corrida das
micotoxinas”, valendo salientar que nem todas as substancias que sé&o
derivadas/produzidas por fungos sdo micotoxinas (Bennett; Klich; 2003).

As micotoxinas sao conhecidas por apresentarem algumas caracteristicas,
como por exemplo: termo-estabilidade, baixo peso molecular e néo-
imunogenicidade, de forma que quando consumida ou inalados mesmo que em
pequenas quantidades penetra 6rgaos, sendo capaz de desencadear processos
patoldgicos, como: hepatocarcinoma, necrose, cirrose, entre outras (Bok, Keller;
2004), dai derivou-se toda a preocupacao por também haver uma associacdo a
intoxicacbes agudas e cronicidade (Serra; 2005). Estas causam alteracdes
consideraveis no metabolismo, inibindo a sintese de proteinas, acidos nucléicos e
lipidios, ativando o stress oxidativo que interrompe assim o ciclo celular (Sakata
et.al., 2011).

Segundo Bennett e colaborador estas também sdo classificadas em
micotoxinas  potencialmente, teratogénicas, mutagénicas, alérgenas e
carcinogénicas. (Bennett; Klich., 2003)

A sua contaminacgdao varia de acordo com as condi¢cdes que 0s alimentos estao
sendo expostos podendo desta forma serem produzidas desde o cultivo,
processamento dos alimentos, producdo e armazenamento dos mesmos;
caracterizando-se como fatores indispensaveis para esta producdo: temperatura
alta, atividade de agua e a umidade (Ashiq, 2014), de forma que torna-se
improvavel o estabelecimento de Unicas condi¢cdes que beneficia o crescimento e
a sua producdo pelos fungos em um aspecto epidemiologico estima-se que
inimeros alimentos mundiais estejam contaminados com micotoxinas (Serra,
2005), visto que a contaminacdo nao pode ser vista a olho “n0” (Sakata et.al.,
2011), desta forma e sabivel que uma grande quantidade da populacdo esta

exposta a mesma (Bennett; Klich., 2003).
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Existem atualmente algumas micotoxinas que sdo consideradas as mais
toxigénicas: ocratoxinas, patulinas, deoxinivalenol, fumonisinas, zearalenonas
(Serra., 2005) e as aflatoxinas que podem ser produzidas pelos géneros flngicos
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nominus (Sakata et.al., 2011).

3.2 AFLATOXINAS

O termo “toxina” tem por conceito uma substancia venenosa, que podem ser
produzidos por diversos tipos de microrganismos, especialmente por fungos (Oliveira
et.al., 2019).

As aflatoxinas sdo metabdlitos fangicos originados durante o processo de
esporulacdo que acontece em fungos filamentosos (Serra, 2005), podendo
colonizarem varios tipos de alimentos, em especial os grdos como, amendoim, feijao,
arroz, milho e améndoa, porém héa relatos também da presenca de alguns dos
subtipos de aflatoxinas em numero reduzido de frutas, alguns produtos lacteos
também atuam como contaminantes de maneira indireta, em virtude de que o0s
animais podem realizar o consumo dos produtos contaminados (Sakata et.al., 2011).

Sao precedentes do bisfurano cumarina que € um composto metabdlico sendo
obtidas assim por uma via denominada de policetideo, como mostra a imagem abaixo,
existente nos fungos dos géneros: Aspergillus flavus, A. parasiticus, A.bombycis, A.
ochraceoroseus, A. nomius e A. pseudotamari. Doencas causadas por aflatoxina séo
chamadas de aflatoxicose, e a sua agudizacdo pode acarretar em morte, ja a sua
cronicidade em supressao imunologica, cancer e outros tipos de patologias Bennett;
Klich., 2003) ,havendo uma grande incidéncia em paises sub- desenvolvidos, pelo fato
de que nestes paises ndo dispdem de uma regulamentacdo vigente, que realize
monitoramento dos niveis de aflatoxina (Bok e Keller., 2004), sendo visada como um
circunspecto problema a economia destes, dificultando a exportacao alimenticia, além
de maiores agravos a saude pela ingesta continuada (Siméo et.al., 2016), podendo
ser consideradas como potenciais agentes de guerra, em fungdo de alto poder

carcinogénico (Monsiello; Lamberti., 2011).
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Figura 1 - Estrutura quimica do bisfurano de cumarina

Fonte: autor proprio.

Atualmente, encontram-se isolados 9 tipos de aflatoxinas e existem varios estudos
voltados para a melhor compreensao dos seus mecanismos de patogenia, toxicidade,
controle, prevencéo, deteccdo e tratamento destas, é importante salientar que entre
elas existem consideraveis diferencas qualitativas e quantitativas, o que as fazem
diferenciar-se umas das outras, caracterizando as suas aptiddes toxigénicas (Sakata,;
Sabbag; Maia., 2011), equiparando-se assim como potentes carcindbgenos humanos,
sendo responsaveis por desencadear processos de biotransformacédo no organismo
humano (Bennett; Klich., 2003).

Como abordado, existe um grande conjunto de aflatoxinas produzidos por diversas
espécies fungicas, entretanto as da familia “B”, apresentam uma maior toxicidade
guando comparadas as outras, ainda dentro desta familia a aflatoxina B, decorrendo
dos géneros fungicos, Aspergillus flavus e A. parasiticus (Paniel et.al.,2010),
apresenta um maior destaque, em virtude que ela é a mais tdxica de todas as
aflatoxinas, sendo capaz de exercer uma multiplicidade de efeitos adversos, e em

casos mais graves ser letal (lamanaka et.al, 2010).
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A seguir podemos visualizar a estrutura quimica da aflatoxina B1:

Figura 2 - Esta toxina foi preliminarmente classificada pela IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer), como potente agente carcinogénico do grupo 2B, atualmente diante de seus efeitos

téxicos foi reclassificada para o grupo 1, sendo de baixo peso molecular e hidrossolubilidade.

PR

O CHs

Fonte: autor proprio.

Vista como potente agente mutagénico, teratogénico e carcinogénico, 0s seus
efeitos estdo diretamente associados a lesdes hepaticas, (lamanaka et.al., 2010),
sendo considerada um pré- cancerigeno devido ao fato de que para
desencadeamento de seus efeitos téxicos é necessaria que haja uma ativacao
metabdlica, visto que a sua absor¢do acontece no trato gastrointestinal, transcorrendo
uma biotransformacao por enzimas hepéticas, desempenhando assim suas funcdes
toéxicas quando associa-se a guaninas das molécula de DNA, inviabilizando a sua
atividade biologica; tornando assim comum o céancer hepatocelular, devido a sua
toxicicidade (Sakata et.al., 2011).
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Figura 3 - Metabolismo hepatico da aflatoxina B1 e efeitos moleculares dos metabalitos.

AFLATOXINA B1

Sistema enzimatico Sistema redutase
microssomal do citoplasmatico
figado.

AFB+ AFB2a AFM1 AFQ1 AFP1
epodxido de
aflatoxina
Ligagdo Inibicdo de P Excrecio na
covalente enzima Leite e ovos bile egurina
com o DNA

Efeitos:
mutagénicos,

Imunossupressao redugao de sintese

proteica inibe fatores da coagulagao
sanguinea.

teratogénicos e
carcinogénicos

Fonte: autor préprio.

No Brasil existe a legislacdo de numero 7, de 18 de Novembro de 2011, que
“‘Dispbe sobre limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em
alimentos”, para que as empresas possam produzir, distribuir e comercializar, dentro
dos padrbes de seguranca, aos quais podemos observar que para alimentos como:
feijdo e outro cereais a quantidade maxima permitida é de 5 pg/kg (Ministério da
Saude., 2011), estando dentro dos padrdes de valores maximos estabelecidos pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) que é de 5 pg/kg (Paniel et.al,
2010), ja a legislacéo europeia estabelece que a quantidade maxima de AFTs é de 2
ug (Ashiq, 2014).
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3.3 MICOTOXICOSES

O reconhecimento dos potenciais perigos desencadeados por micotoxinas em
alimentos é eminente (Serra., 2005). As micotoxicoses implicam em grandes gastos a
economia sanitaria e comercial, no entanto o seu maior problema esta associado a
sua patogénese; de maneira que as manifestacdes agudas podem acontecer quando
os individuos entram em contato com de doses moderadas a altas destas,
apresentando sinais clinicos e sintomas mais sérios, visto que o tipo de lesdo vai
transcorrer a partir a cada tipo de micotoxina, variando efeitos como: hepatites,
nefrites, cancer, necrose de mucosa digestiva e em casos graves até a morte, logo a
micotoxicose quando caracterizada cronica, ocorre quando a exposicao varia de baixa
a moderada (Dilkin., 2002).

As micotoxicoses sdo doencas causadas pelos fungos produtores de micotoxinas,
seus sinais e sintomas podem variar de acordo com o sexo do individuo exposto, a
guantidade de micotoxina, duracdo da exposicdo, idade e situacdo imunoldgica,
genética, estado de dieta, entre outros; segundo Bennett e colaborador foi verificado
que a micotoxicose aumenta a vulnerabilidade do individuo para o acometimento de
outras infeccdes microbianas. E importante ressaltar que a doenca, ndo acontece
apenas com a ingestao das mesmas, ela pode ser desencadeada partindo do contato
com a pele e a inalacao, classificadas como importantes fontes de exposicao (Bennett
e Klich, 2003).

Para que exista um tratamento mais rapido e eficaz contra as micotoxicoses, como
também identificar as fontes de contaminacdo deve-se utilizar de ensaios que
apresentem maior seletividade e sensibilidade, e capacidade de miniaturizacdo como
no caso dos biossensores, no entanto alguns outros métodos sdo empregados para a

identificacdo, sendo descritos no topico adiante (Magliulo et. al., 2005).

3.4 METODOS DE IDENTIFICACAO DE AFLATOXINAS

E importante salientar que para a escolha do método de deteccdo de AFB1 deve
ser levado em consideragdo algumas variaveis, como: o estado vegetativo fungico e
do seu estado reprodutivo, ou seja, se ha ou ndo a formacdo de esporos ou outra

estrutura de resisténcia, que podem interferir nas analises quantitativas (Serra, 2005).
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Os métodos baseados em imunoensaios sao ferramentas muito importantes para
investigacdo das AFTs, o ensaio imunoenzimatico ELISA, sendo mais utilizado o
método sanduiche, no qual é realizado uma captura dos antigenos através de
anticorpos ja imobilizados na placa, com a insercdo de um conjugado de anticorpo
mais enzima em um substrato colorimétrico o que facilitarda nas analises dos
resultados, que seréo lidos em espectrofotometro (Turner et.al., 2009).

Outros métodos como cromatografia liquida de espectrometria em massa (LC/MS),
como também o LC- MS acoplado ao ELISA (o método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), consiste na numa detec¢do UV ou por fluorescéncia, sendo o
analito separado por afinidade relativa (Gonzalez- Osnaya et.al., 2008), cromatografia
em camada fina (TLC) empregada para analise de quimitaxia, s&o métodos que ja sao
utilizados para a identificacdo de AFB1(Siméao et.al., 2015), ensaios de reacdo em
cadeia polimerase em tempo real (PCR) (Morelo et. al., 2007) e cromatografia em
camada delgada (CCD) (Pallaroni e Von Holst, 2003); diante de todas estas técnicas
a HPLC é a mais empregada e validada para a deteccdo das MTXs, entretanto nesta
técnica ha uma demanda elevada de reagentes como também, necessita de um alto
grau de pureza para a analise cromatografica, e o alto custo de instrumentacédo e
manutencao, impossibilita uma andlise rdpida e concomitante ao baixo custo, falta de
precisdo e quantificacdo limitada (Gonzéalez- Osnaya et.al., 2008).

Os microarray também vem sendo utilizados para a deteccdo de AFB1 em
alimentos, realizando uma analise simultanea em um experimento, e esta detecc¢ao
ird acontecer por afinidade, podendo serem projetados para uma grande variedade de
aplicacfes analiticas, porém como as outras é uma técnica custosa, € que depende
de uma grande quantidade de analito para realizacdo da deteccdo. O FIA
(Imunoensaio de fluorescéncia) também consiste num método de quantificacdo de
AFB1, mas exibe também de particularidades iguais o método de microarray
(Monsiello; Laberti., 2011).

Por estas razdes torna-se necessario a utilizacédo de dispositivos analiticos, como
0s biossensores, pelo fato de que fornecem especificidade, otimizacao e rapidez nos
resultados favorecendo assim a terapéutica rapida, com regressao de sequelas
(Castillo et. al., 2015).

3.5 BIOSSENSORES
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Nos ultimos anos muitos estudos viabilizaram ferramentas para a criagdo e
desenvolvimento de biossensores, que melhoraram de forma expressiva 0S processos
de especificidade, sensibilidade e a sua capacidade de multiplexacdo; segundo a
IUPAC o biossensor é definido como dispositivo independente com transdutor
acoplado capaz de fornecer repostas analiticas quali e quantitativas, sobre
determinados elementos biolégicos (Perumal e Hashim, 2014).

O desenvolvimento de dispositivos sensores apresenta como premissa a
viabilidade de amplificar as detec¢des representando assim uma tecnologia que pode
ser empregada nos mais variados setores da industria alimenticia configurando uma
melhora relacionada aos processos de producdo, armazenamento, protecao e
seguranca dos alimentos; sendo mecanismos sensiveis, simples, que realizam uma
rapida analise reprodutiva, baixo custo, e com a possibilidade de miniaturizacéo
(Oliveira et. al., 2019).

Segundo Perumal e Hashim, um biossensor tem importantes funcdes para as
areas de agricultura, medicina, seguranca a alimentar entre outros, tem por principal
objetivo obter informacdes precisas, rapidas e em tempo real sobre o analito de
interesse, com um retorno continuo reversivel e sem perturbacdo, € importante
salientar que de uma forma geral este sistema é divido em dois meios: o transdutor
responsavel pela converséo de sinal e a interacéo entre o analito e o bioreceptor que
resulta em modificacdes fisico-quimicas, sendo este for fim enviado a um processador
eletrébnico de dado que sera convertido em dados estatisticos interpretaveis (Perumal
e Hashim., 2014).
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Figura 4- Para deteccdo do analito (A), vai acontecer a partir do componente biologico (B), estando
associado ao transdutor (C), sendo esta responsavel pela conversdo bioquimica em sinal mensuravel
(D) ao qual seré processado por um software computacional, (E) por fim, os dados seréo apresentados
em formato de graficos.
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Fonte: autor préprio.

Como abordado anteriormente o desenvolvimento de elementos de
reconhecimento biolégico sensiveis e estaveis é uma tarefa chave para os
biossensores (Wang et.al.,2013). A composi¢cado do biossensor € fundamentada na
comunicacao de duas partes, ou seja, 0 componente biolégico sendo o reconhecedor
e o transdutor, que vao interagir de forma especifica com o analito, e o transdutor
converterd o evento em um sinal aceitavel, gerando uma varia¢cdo na concentracao
de prétons, de modo que aconteca a mensuracgao, através de uma energia potencial
exercida (Oliveira et.al., 2019).

O conhecimento acerca dos biossensores foram aperfeicoando-se com o
passar dos anos, de maneira que os imunossensores foram categorizando-se em dois
principais grupos baseando-se em seu processo de detec¢ao: sdo 0s que apresentam
principios de competicdo e ndo competicdo (Chaunan et.al., 2016). Os biossensores
recorrem a uma aplicagcdo associada a nanomateriais que sirvam como sondas para
a ampliagdo de sinal melhorando ainda mais a sensibilidade, alguns estudos ja
relataram 6timos resultados quando a a associacdo dos biossensores a nanotubos e
nanofibras (Oliveira et. al., 2019).

Os biossensores apresentam-se como dispositivos definidos como sensor
quimico, ao fato que os materiais de origem biolégica ativos, como enzimas,
anticorpos, acidos nucléicos, lectinas, proteinas, dentre outros, podem ser
imobilizados junto ao um transdutor adequado (Hosu et. al., 2018), sendo uma das

suas principais formas de classificagéo (Perumal e Hashim, 2014).
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A partir do transdutor que esta sendo utilizado, o biossensor pode ser
classificado como eletroquimico (potenciométrico, amperométrico e condutimétrico),
optico (medida de luminescéncia, elipsometria, entre outros) e os piezoelétricos
(relaciona-se a oscilacdo da frequéncia de cristais piezoelétricos com a variacdo de

massa) (Hosu et.al., 2018), como demonstra o esquema representado na figura 4:

Figura 5 - Esquema representativo dos diferentes tipos de biossensores.

BIOSSENSOR

l b Transdutor
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Enzima DNA Anticorpo Células Biominético

Optico Piezoelétrico Calorimétrico Eletroquimico

Fonte: autor préprio.

Os biossensores apresentam como vantagens quando comparados aos
métodos analiticos tradicionais a: deteccdo e resposta rapida, alta sensibilidade e
seletividade, tendo o método de preparacao e operacionalizacao facil, além de serem
reutilizaveis dependendo do modelo construido (Gagliardi et.al., 2007). Deste modo,
durante a concepcdo de um biossensor, alguns fatores devem serem levados em
consideracdo, por exemplo: a concepcdo da superficie, caracterizacdo dos
componentes biolégicos e sua uniformidade, a construcéo da curva de calibracdo e a
sua curva padréo (Piermarini, et. al., 2007).

Nos sistemas sensores podemos encontrar “células” eletroquimicas que nos
auxiliaram na obtencdo de resultados, sdo de compostas por dois, trés ou quatro
eletrodos e uma unica célula eletroquimica, porém os mais utilizados comumente sao

os sistemas de dois e trés eletrodos. Os sistemas de dois eletrodos empregam o



35

eletrodo trabalho e o de referéncia; um potencial seré aplicado ao eletrodo de trabalho,
fazendo com que ele se polarize, porém, essa técnica exibe alguns despropadsitos,
tendo como exemplo: a resisténcia quando aumentada, levara ao aumento também
da corrente, que passara pelos eletrodos provocando distor¢des nos dados obtidos, 0
gue pode tornar o método inexecutavel (Pacheco et.al., 2013).

Logo os sistemas compostos por trés eletrodos: o eletrodo de referéncia,
eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo (Damos et.al., 2004),
sdo 0s mais utilizados e exibem-se como mantenedores da funcdo potenciostatica,
uma vez que nestes sistemas o eletrodo auxiliar ou contra eletrodo atuam para

certificar essa fungdo, como mostrado a seguir:

Figura 6 - Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica de trés eletrodos utilizada para
avaliacdo de modificacao de superficies modificadas: (1) Contra- eletrodo, (2) eletrodo de referéncia e

(3) eletrodo de trabalho, submersos na sonda redox.
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Fonte: autor proprio.

Os eletrodos séao ligados a um amplificador operacional, que ajustara a
diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, levando ao
aumento da resisténcia do eletrodo de referéncia e limitando a do eletrodo auxiliar, ou
seja, as correntes aplicadas transpassarao todos os eletrodos, tornando este sistema
mais apropriado para solucdes que disponibilizem alta resisténcia e que sejam mais
diluidas (Pacheco et. al., 2013).
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A etapa essencial para realizacdo do imunoensaio neste sistema é a
funcionalizacdo da superficie do eletrodo, nos quais 0s componentes seréo
imobilizados, a esta etapa envolve a limpeza da superficie, imobilizacdo das
nanoparticulas e anticorpos (Moreira et.al., 2010).

A medida que novos dispositivos semicondutores e novos recursos de
imobilizacdo s&o desenvolvidos, as dificuldades técnicas para desenvolvimento de
biossensores sdo superadas, ao passo que o crescente prosseguimento tecnologico
aliado a geracao de novos dispositivos sensoriais pode ser explanado pelo grande
interesse industrial ao qual estes dispositivos vém ocasionando, devendo-se
principalmente, ao baixo custo atrelado, facilidade de operacdo e rapidez nas
respostas (Wang et. al., 2013).

3.6 IMUNOSSENSORES

A finalidade de um biossensor € o fornecimento de informa¢c6es em tempo real e
rapidas, confidveis e precisas, com uma resposta continua e reversivel (Perumal;
Hashim., 2014).

Existem varios tipos de biossensores que englobam sistemas de deteccéo
genética, enzimatica, imune, entre outros (Balkenhohl e Lisdat, 2007), e vao ser
classificados de acordo com o seu tipo de mecanismo de sinalizacdo biologica
(Perumal; Hashim., 2014), de forma que 0s imunossensores, sao biossensores muito
utilizados para deteccédo de agentes microbianos, por apresentarem uma resposta
precoce, com alta sensibilidade e especificidade, as interagdes acontecem quando 0
anticorpo é imobilizado na superficie do eletrodo (Skladal et al., 2013).

O primeiro imunossensor foi aplicado em 1950, visando um melhoramento da
saude publica, sendo este fundamentado em rea¢des que acontecem entre antigenos
e anticorpos, que serao imobilizados na superficie do transdutor (Riccardi et.al., 2001),
a sua finalidade é para que atuem como POCT (pont-of- care), ou seja, detectando de
substéancias toxicas e realizando o diagndéstico de doencas, mediante a atualizacéo de
dispositivo portatil (Lima et.al., 2016).

E importante lembrar que os anticorpos s&o glicoproteinas denominadas de
imunoglobulinas (Ig) produzidos pelos animais e seres humanos em resposta a o0s

imunogenos que também sdo chamados de antigenos, dessa maneira 0sS
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imunossensores utilizam dos anticorpos especificos para reconhecimento da analito
em questdo (Riccardi et.al., 2001), a vista disso os anticorpos utilizados para a
construgcédo das monocamadas do biossensor sao da classe IgM ou IgG, devendo ser
imobilizados na superficie do eletrodo realizando uma ligacdo covalente através da
ligacao tiol do ouro com os seus do seu agrupamentos carboxilico e amino, ficando a
sua fracdo Fc livre para interagir com o antigeno (Skladal et al., 2013), seguindo a

ilustracéo abaixo:

Figura 7 - Representacdo da estrutura quimica de anticorpo, e a formacdo do complexo antigeno-

anticorpo na superficie do eletrodo. O antigeno liga-se ao anticorpo através de liga¢cdes nao-covalente.
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Fonte: autor préprio.

Existem dois tipos de imunossensores que podem ser empregados para
deteccdo de micotoxinas, sendo eles: os imunossensores marcados e ndo marcados;
os marcados se baseiam na concentra¢éo do conjugado analito-proteina marcados, e
a insercdo do anticorpo; ja o método ndo marcado de modo geral, consiste na
interacdo de anticorpos imobilizados previamente e posteriormente a disposi¢cao ao
analito (Chauhan et.al., 2016).

Para 0s imunossensores pode-se ser utilizados diferentes tipos de

transdutores, sendo estes: eletroquimicos, onde o sinal elétrico sera mensurado a a
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partir da formacdo do complexo antigeno anticorpo; Opticos, onde as medicbes
acontecem através da emissdo de um sinal optico que utiliza de fluorescéncia e os
piezoelétricos, a mensuragdo acontecera através de um aumento de massa, medido
pela balanca de cristal de quartzo (Moina e Ybarra., 2012).

Uma etapa importante para determinagéo do imunossensores, além da escolha
do tipo de eletrodo que seré aplicado (platina, ouro, carbono, grafeno ou carbono
vitreo), € o procedimento utilizado para imobilizagdo de modo que as medicdes
ocorrem na fase heterogénea, ou seja, interface solucéo/ eletrodo, sendo o ideal que
a superficie do eletrodo seja recoberta pelo elemento de reconhecimento,
caracterizando o emprego do eletrodo de ouro por apresentar uma maior
reprodutibilidade, porém este método também apresenta limitacdes que sdo: a
necessidade de uma superficie de ouro, o que afeta diretamente os custos (Lima et.al.,
2016).

A deteccdo de um analito de interesse via formacédo de complexo anticorpo-
antigeno tem sido amplamente utilizada para o diagndstico e quantificacdo de
patdgenos em alimentos (Siméo et. al. 2015), de modo que 0s imunossensores
eletroquimicos, destacam-se por apresentarem boa sensibilidade, resposta rapida, e
a possibilidade de realizacdo de monitoramento continuo, e em alguns casos nao
demanda de extracdo prévia do material que sera analisado e denotam uma
construcdo simples, em comparacao aos outros métodos (Skladal; 2013), com uma
Otima capacidade sensora baseada em afinidades (La Escosura Muniz; Merkogi,
2009).

3.7 TECNICAS ELETROQUIMICAS DE ANALISE

Os estudos em eletroquimica iniciaram por meados do século XVIII por Luigi
Galvani, ao dessecar um sapo e acidentalmente ao encostar placas metalicas em
terminagfes nervosas, estas contraiam, sendo este uma das principais evidéncias
para os desenvolvimentos de inimeros estudos que mais tarde culminaram na
definicdo e descoberta da correte elétrica (Pacheco et.al., 2013).

A eletroquimica é uma ciéncia ampla incorporada a quimica e multidisciplinar, com
um a funcéo de desenvolver a ciéncia e melhorar a qualidade de vida, sendo definida
como; a parte da quimica que lida com as reagfes quimicas envolvendo corrente e

potencial elétrico, ou seja, sendo a ciéncia que estuda as reacdes quimicas que
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acontecem na interface de um condutor de elétrons e um condutor iénico (Zanoni
et.al., 2017), estudando os fendbmenos que compreendem a producdo da corrente
elétrica, partindo da transferéncia de elétrons e na sua utilizacdo para reacdes de
oxido- reducdo que estdo apresentando assim um grande interesse da comunidade
cientifica (Freire et.al., 2003).

As medidas eletroquimicas usam das propriedades elétricas mensuraveis
como: diferenca de potencial e corrente elétrica, com base na espécie redox
interagindo quimica e fisicamente, com os componentes do meio. A partir disto
comecou a surgir as primeiras aplicabilidades, aos quais os parametros elétricos,
como: potencial, condutividade e corrente elétrica, de determinadas substancias
podem ser mensuradas, contudo, apresentam-se como imprescindiveis, pois
favorecem a obtencdo destes resultados como os métodos eletroanalitico,
pontenciométrico e condutimétrico (Medeiros; Rocha- Filho; Fatibellio-Filho, 2010).

Ha uma diferenca entre a eletroquimica e eletroanalitica, que engloba a
caracterizacdo, desenvolvimento e aplicabilidade dos métodos de andlise quimica
associados aos fendmenos eletroquimicos (Zanoni et.al.,, 2017), de maneira que
quando sendo a eletroquimica vado acontecer reagcdes com base numa sonda redox
que interage quimica e fisicamente com o0s outros constituintes do meio e suas
interfaces e utilizam de dominios relacionados a propriedades elétricas mensuraveis,
possibilitado muitas vantagens, visto que: exibem grande sensibilidade de baixissimos
limites de deteccéo e especificidade que sao produtos da oxirredu¢éo do analito com
base no potencial aplicado (Pacheco et.al., 2013)

Além do mais as técnicas eletroquimicas tém se mostrado extremamente Uteis
guando se trata na investigacdo de diferentes microorganismos (Perumal e Hashim,
2014).

Neste contexto ressalta-se a utilizacdo de outras técnicas que auxiliam na
obtencdo de resultados a partir das analises realizadas do analito, que sédo a

voltametria ciclica (VC) e a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS).

3.7.1 Voltametria Ciclica

A técnica de voltametria fundamenta-se nos fendmenos que acontecem na

interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solugéo
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adjacente, ou seja, a interacdo que acontece entre eles, sendo estabelecida como
uma técnica altamente dinamica, pela atividade que acontece através da corrente
elétrica, que é aplicada e controlada de acordo com um potencial, fornecendo
informacgdes sobre o analito de interesse, sendo medidos a magnitude da corrente
elétrica que atravessa o eletrodo de trabalho e o auxiliar, de maneira que a diferenca
de potencial sera medida entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia (Pacheco et.al.,
2013).

Deriva do termo “voltamperometria”, ou seja, baseia-se na corrente medida em
funcdo do seu potencial, sendo suas curvas “voltamograma”, originalizadas por esta
determinacdo; a qualidade e a afinidade do analito sdo pontos chaves para a
determinacdo dos voltamogramas, de maneira que a interacdo do analito com o
eletrodo, ira direcionar a escolha da técnica voltamétrica ideal para a aplicacao
(Faridbod, Norouzi e Ganjali, 2015; Pacheco et.al., 2013).

Os experimentos voltamétricos vdo acontecer em uma célula eletroquimica
composta de trés eletrodos, sendo estes: o eletrodo de trabalho, eletrodo auxiliar
(contra- eletrodo) e o eletrodo de referéncia, de maneira que a corrente estabelecida
no sistema é mensurada entre o eletrodo de trabalho e referéncia (Avelino, 2017).

Existem algumas técnicas voltamétricas sendo estas: voltametria de varredura
linear, onde o potencial sera empregado no eletrodo de trabalho e vai variando
linearmente de acordo com o tempo, porém nao € muito sensivel; outra técnica
empregada séo as de pulso que séo caracterizadas com aplicagéo de “degraus” com
potenciais fixos ou variaveis; a voltametria da redissolucdo, € baseada na reacao
eletroquimica entre o analito e o eletrodo de trabalho, processa-se através da
varredura e aquisicdo de um sinal inicial; a voltametria adsortiva de redissolugéo
(ADSV), fundamenta-se na habilidade dos compostos inorganicos e organicos de se
adsorverem facilmente na superficie do material eletrodico; por fim mas ndo menos
importante a técnica de voltametria ciclica (VC), técnica qualitativa a mais empregada
para obtencéo de informacdes sobre os processos eletroquimicos, a competéncia da
VC transcorre de suas particularidades, como por exemplo: a obtencdo de
informacdes termodinamicas dos processos redox de forma répida, da sua cinética de
reacdo e sua transferéncia de elétrons, como também as rea¢fes quimicas que vem
acontecendo proveniente dos processos de adsor¢ao (Pacheco et al., 2013).

Como citado anteriormente a técnica de VC consiste nos fendbmenos ocorridos

entre as superficies dos eletrodos, é altamente dinAmica porque trabalha a partir de
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uma corrente elétrica aplicada controlada por um potencial, sendo assim, 0s
resultados serdo obtidos mediante a medicdo da magnitude da corrente elétrica,
existente entre o eletrodo auxiliar e o de trabalho (Agostinho et.al., 2004), esta técnica
expbe informacdes sobre os processos redox, cinética da reacdes de transferéncia de
elétrons e reacfes quimicas desenvolvidas a partir do analito, sendo o potencial
ajustado, obtendo-se assim a corrente resultante, de maneira que os resultados da
VC serdo conseguidos através da representacao gréfica de voltamogramas ciclicos
de corrente vs o potencial do sistema (Wang et. al., 2000).

A técnica de VC, acontece diretamente nas interfaces dos eletrodos de trabalho e
referéncia associados a uma solucéo eletrolitica. Os sinais obtidos pela voltametria
estdo intimamente ligados a eletroquimica de modo que aconteca as reacfes de
oxirredugcdo, bem caracteristico desta técnica, ou seja, fornecendo os elétrons
necessarios para que ocorra a passagem mediada por uma corrente elétrica (Ribeiro
et.al., 2015).

Além do mais, a VC dispde de uma avalicdo relativamente simples da
reversibilidade do processo ao qual o eletrodo é submetido, sendo assim uma
comparacao de uma reacdo anddica e catddica, facilitando também o entendimento
sobre a proporcdo de elétrons que estdo sendo transferidos, realizando uma
estimativa da area de superficie, ponderando se ha uma falta de eletrdlitos na interface
do eletrodo, determinando assim a natureza dos processos quimicos realizados
concomitantemente a transferéncia dos elétrons (Tanimoto e Ichimura., 2013).

Os eletrodos serdo conectados a um potenciostato, e todos os parametros serao
ajustados por meio de um software, onde poderéo ser modificados a taxa de varredura
e 0 quantidade das mesmas que deverdo ser realizadas; sendo dois pontos
analisados que relatam os dados obtidos pela voltametria ciclica; de maneira que
guando o potencial for aplicado acontecera a varredura negativa (inicial), conhecida
assim como pico catodico, para a segunda varredura a direcéo é invertida e o potencial
neste caso sera positivo (volta), referindo assim ao pico anddico, estes picos sao
determinados pela equacdo de Nernst, onde obtemos o potencial eletroquimico da
célula, o potencial padrdo de uma espécie e a as atividades particulares do analito
oxidado e reduzido neste sistema, tornando-se assim uma importante ferramenta para
uma predigéo do funcionamento do sistema, dadas as mudancas de concentracdes
das espécies em solucdo (Elgrishi et.al., 2017). A maneira de perturbacdo que

acontece na superficie do eletrodo, € comandada por diferentes potenciais, o que
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define a natureza de toda a técnica, deste modo é obtido uma funcéo do potencial, ou
seja, a magnitude da corrente que devido a transferéncia de elétrons durante a

oxirreducao (Elgrishi et.al., 2017).

O+ne- R — > eq (1)

A aplicagdo do potencial leva a polarizacdo da superficie eletrodica com
formacao da dupla camada. Os analitos de carga oposta sédo atraidos a interface por
migracdo e os analitos neutros sédo atraidos por difusdo podendo ser também por
adsorcao. O transporte de massa pode ser por migracdo que sofre influéncia de um
campo elétrico dependente do tamanho da carga e do nivel de polarizacdo. O
processo também pode ocorrer através de processos mecanicos que ocorrem
espontaneamente, mas que sofre influéncia do gradiente de concentracdo e da
difusdo (Wang 2001; Skoog et al., 2002).

A maneira pela qual é formada o voltamograma para o tal determinado composto,
depende unicamente taxa de varredura e da superficie do eletrodo, que pode variar a
partir de cada etapa da adsorcdo e da concentracdo destes compostos, de maneira
gue o0 aumento da concentracdo resulta em um corrente alta em comparando a uma
reacdo nao catalisada, ou seja a modificacdo do voltamograma vai acontecer pela
lenta transferéncia de elétrons, podendo assim fornecer informacgdes, visto que
quando estas transferéncias estdo associadas a reacdes quimicas a VC pode
proporcionar informacdes mecanistas e cinéticas (Grieshaber et.al., 2008; Elgrishi
et.al., 2017).

Esta técnica apresenta um enorme destaque visto a sua reprodutibilidade, como
também a oportunizacao de informagdes necessarias sobre a cinética de transferéncia
de carga, potencial redox, utilizadas na elaboracéo de imunossensores, possibilitando
também a caracterizagdo dos fenémenos fisicos- quimicos, que vao estar atrelados a
imobilizacdo das moléculas sobre o eletrodo de trabalho e a todos 0s seus processos
funcionais de biorreconhecimento (Skoog et al., 2002).

E importante salientar que esta técnica consegue especificar rapidamente a
termodinamica dos processos redox e a cinética das reagfes heterogéneas que
acontecem na transferéncia de elétrons, na figura a seguir visualizaremos todos o0s
parametros determinantes da técnica, como: corrente de pico anodica (Ipa) e catodica

(Ipc) e o potencial de pico anddico (Epa) e catddico (Epc), sendo estes relevantes, ao
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fato de que nos fornece informacdes sobre a interface modificada (Ribeiro et.al.,
2015):

Figura 8 - Voltamograma ciclico realizado em eletrodo de ouro. Epc: potencial de pico catddico; Epa:

potencial de pico andédico; Ipc: corrente de pico catddico; Ipa: corrente de pico anddico.

6,0x10°

4.0x10° 1

2,0x10°

0,04

Corrente (A)

2,0x10°

-4,0x10° 4

Epa

£,0x10° r T T T T
-0.3 0,0 0,3 06

Potencial (V)

Fonte: autor proprio.

A técnica tem capacidade de determinar de forma rapida a termodindmica de
processos redox e a cinética de reacdes heterogéneas na transferéncia de elétrons.
Na figura 9 podemos observar os parametros que determina a VC sdo: potencial de
pico anddico (Epa) e catddico (Epc), e a corrente de pico anddica (Ipa) e catddica (Ipc)
(Wang,2001; Skoog et al., 2002)

3.7.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Segundo Damos e colaboradores o conceito de impedancia resume-se a descricao
de resultados dos sistemas que sao constituidos por capacitancias, resisténcias e
indutédncias, que quando associados a eletroquimica irdo contribuir para o
entendimento entre a corrente e o potencial do sistema (Damos et.al., 2004).

A Espectroscopia de Impedancia eletroquimica (EIS), viabiliza informacdes sobre
as caracteristicas elétricas da interface entre o eletrodo/solugéo, caracterizando-se

como uma técnica que estuda o comportamento de um sistema ao todo, englobando
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estudos sobre o transporte eletrdbnico e processos cinéticos eletroquimicos de
dispositivos; em outras palavras havera uma perturbacdo de potencial no sistema de
investigacdo, realizada através a aplicacdo de um potencial continuo (Carvalho e
Andrade, 2006; Damos, et.al., 2004).

O principio desta técnica é o estabelecimento de mecanismos que vao envolver
as reacoes, definir os principais parametros cinéticos, permitindo uma construcao de
resultados experimentais rapidamente, tornando possivel a investigacdo dos
fendbmenos eletroquimicos, lidando com diferentes valores de frequéncia, de forma
gue as relacdes entre o potencial aplicado e a corrente sera adquirida a impedancia
do sistema e o angulo da fase (Damos et.al., 2004; Ribeiro et.al., 2015).

A EIE através da constancia do potencial continuo, possibilita 0 monitoramento
do processo de construcdo do biossensores, contudo, pode ser utilizada para
investigacdo do processo de reconhecimento biolégico, determinando os processos
de transporte de carga e a sua velocidade, condutividade de filmes, capacitancia redox
e da dupla camada, coeficientes de difusao dos portadores de carga, entre outros
(Lisdat; Schafer, 2008); tendo como vantagens a: assisténcia a evolucédo do estado,
fornecendo informacgfes essenciais sobre a cinética do processo, destacando-se por
ser precisa e reprodutiva de alta preciséo fornecendo informagdes sobre o controle
eletroquimico do analito (Ribeiro et.al., 2015).

Um experimento que utilize a técnica de EIS realiza a impedancia faradaica,
associada a uma célula eletroguimica contendo, um par redox, ao qual ser& aplicado
um potencial de trabalho fixo, realizando uma medicdo em funcéo da frequéncia, de
forma que a impedéancia do eletrodo é plotada vs a frequéncia, sendo interpretado
assim a resisténcia equivalente, valores de capacitancia (Lisdat; Schafer, 2008); vale
salientar que o eletrodo de trabalho, apresenta um certo valor médio, onde o0 mesmo
sera escaneado em funcdo do tempo, as respostas as quais serdo medidas as
magnitudes vao de acordo com a corrente de frequéncia estando relacionadas ao
componente na superficie do eletrodo de trabalho (Bard et.al., 2001).

Estas reacOes serdo analisadas pelos circuitos elétricos equivalentes, que
abrange a relacdo entre a corrente potencial associada ao processo de transferéncia
de carga, capacitancia, dupla camada elétrica e a impedancia de Warburg,
especificando de modo preciso 0S processos que ocorrem na regido que houve o
aumento de frequéncia, pressupondo assim a corrente faraddica, que é a

consequéncia das transferéncias eletrénicas na interface (Carvalho e Andrade, 2006),
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ou seja, todas as informagdes da impedancia eletroquimica, serdo “traduzidas” em
diferentes modelos de medidas, como os circuitos equivalentes, que fundamentam-se
nas particularidades da célula eletroquimica e o circuito elétrico de resistores e
capacitores, isto € uma representacédo total da distribuicdo de potencial elétrico em
todo o sistema, onde serdo avaliados na interface eletrodo, as reacdes de
transferéncia de carga, polarizacéo e outros (Damos et.al., 2004; Carvalho e Andrade.,
2006).Ao passo que, quando a corrente atravessa a interface do eletrodo, seri
conduzida para a solucdo, onde serd desencadeado o efeito resistivo na pela
migracao do ions, representado pela resisténcia (Rw); quando associa-se a elementos
capacitivos, transcorrerd um atraso de corrente e potencial, ocorrendo a
representacéo de um diagrama que apresenta um componente real (resistivo) e um
imaginario (capacitivo); jA& componente real (Z’) e o imaginario (Z’), onde serao
avaliados a resisténcia da solucdo(Rq), a resisténcia da transferéncia de carga (Rct),
(Cd) capacitancia da dupla camada elétrica e a frequéncia angular (w) (Bard et.al.,
2001).

Figura 9 - Representacdo esquematica do diagrama da impedéancia de Nyquist, no qual é avaliado a
real e imaginaria, sendo dados importantes para construcdo do sistema sensor e a avaliacdo do

biorreconhecimento dos componentes.
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O célculo tedrico da impedancia é o resultante da perturbacéo que acontece de
um circuito elétrico, que no grafico € representado pelas componentes real (Z') e

imaginaria do sistema (Z”), que séo decorrentes da equacao:

c 7" - wC, R

Z'=R,+ = —
|+ " CL R

|+ C R

Sendo, RQ (resisténcia da solugéo); o (frequéncia angular), Cdl (capacitancia
da dupla camada elétrica), Rct (resisténcia a transferéncia de carga) (Damos; Mendes
e Kubota, 2004).

Segundo Lisdat e Schafer, 2008, para que aconteca a caracterizagdo de um
material biol6gico, sera aplicado uma perturbacdo no sistema, sendo a corrente
destinada a fluir através de todos os eletrodos do sistema de maneira que sera
fornecido um circuito equivalente, é importante salientar que para a realizacao da EIS
€ necessario coordenar todas as situacfes no eletrodo de trabalho, de modo que ao
realizar as medi¢Bes os compostos denominados redox-ativos séo adicionados a
solucéo, ocasionando em uma carga definida chamada de resisténcia de transferéncia
(Rct) (Lisdat e Schafer,2008).

Escolhendo o modelo de circuito elétrico que mais adequa ao seu experimento,
€ possivel a correlacdo de todas as propriedades fisicas/quimicas, de todos os
elementos do circuito, obtendo valores numéricos, pelas simulacbes dos dados
experimentais (Carvalho e Andrade, 2006), e para a EIE, havera uma espécie de
resisténcia caracterizada pela da lei de Ohm, que diz que, o angulo formado pelos
graficos conferem o equilibrio entre todos os componentes capacitivos e resistivos do
circuito, sendo este denominado de circuito equivalente de Randles, pois a corrente
total pela interface do eletrodo de trabalho, confere a soma dos processos faradaicos
e a capacitancia da dupla camada, deste modo todas as reacOes obtidas pela
transferéncia de carga, da dupla camada elétrica, e que a migracéo de elétrons, seréo
avaliadas a partir do diagrama de Nyquist e pelas curvas de Bode (Damos et.al., 2004;
Bard et.al., 2001; Lisdat; Schafer, 2008).
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Figura 10- Circuito equivalente de Randles, onde: Zw: impedéancia de Warburg, Rct: resisténcia da
transferéncia de carga, Rs: resisténcia da solucdo eletrolitica e Cdl: Capacitancia da dupla camada

resultante da distribuicdo de cargas que acontece na superficie do eletrodo/solucéo.
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Fonte: autor préprio.

Vérios fatores podem atuar como interferentes para obtencdo de dados de
impedancia de um sistema, com processos faradaicos, adsor¢édo das substancias, as
reacdes no eletrodo, a heterogeneidade das superficies e outros, contudo a técnica
de EIS, tem sido amplamente empregada como método preferivel para caracterizacao
em rotinas diarias (Damos et.al., 2004). Esta técnica vem ganhando muito destaque
devido a sua grande sensibilidade, o que eleva o seu espectro de atuagéo, de modo
que podemos observar sua utilizacdo nas mais variadas areas, como analises clinicas
e biomédicas, outro ponto também € que por essa técnica € possivel monitorar as

propriedades fisico-quimicas dos elementos (Sharma et al., 2010).

3.8 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA — MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

O microscopio de forca atdmica (Atomic Force Microscope), surgiu no ao de
1986 sendo desenvolvido pelos cientistas Gerd Binnig e Calvin Quate, sendo
considerada até hoje como ferramenta importante para caracterizacao de superficies
a nivel atbmico, sendo possivel a obtengdo de imagens das mais variadas superficies,
sendo estas condutoras, semi-condutoras e dieléticas, nanoestruturas e biomoléculas,
entre outros; onde realiza-se uma varredura da superficie da amostra por uma ponta
piramidal (ponteira) que me aproximadamente de 100 a 200 ym, correspondendo a
20 nanbmetros de didmetro, estando acoplada ao cantiléver flexivel (Ferreira e

Yamanaka; 2006), ou seja, 0 seu componente essencial é esta ponta que detecta as
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mudancas no relevo pelas grandezas fisicas, € importante salientar que esta também
nao utiliza a corrente de tunelamento, mas forcas da interacéo atbmica para producao
das imagens. As suas principais vantagens sao: nao necessitar do recobrimento de
amostra por um material condutor, maior resolugédo, a obtencdo de imagens em
terceira dimenséao, permite uma quantificacédo direta, e mede a espessura de filmes,
além de possibilitar a sua aplicacdo nas mais diversas areas do conhecimento como:
ciéncia dos materiais, nanobiotecnologia e engenharia de macromoléculas (Pinto
et.al., 2015).

A definicdo do modo da imagem pode variar de acordo com a aplicacdo
especifica a qual se quer obter, deste modo este equipamento fornece inUmeras
possibilidades para obtencdo de imagens com os varios diferentes tipos de amostras,
e consequentemente gerando informagdes; sendo as amostras obtidas da seguinte
forma: a ponteira vai se aproximando da amostra, que sera atraida pela superficie
através da forcas atrativas como a de Van der Waals, e com isso havera um aumento
de visdo da area fazendo com que os a&tomos que estdo presentes, comecem a se
repelir, o que resulta num anulamento de forgas, sendo a imagem obtida quando
finalmente as forcas repulsivas dominam (Galal et, al., 2012).

Os componentes basicos de um microscopio de forca atbmica, sdo: scanner
piezoelétrico, cantiléver, laser e um detector de fotodiodo e eletrdnico, de maneira
gue as imagens referentes a amostra vao sendo digitalizadas em eixos x e y, sendo
estas montadas em um scanner piezoelétrico, que vai garantir a obtencédo da imagem
no formato tridimensional e com alta resolucéo, a for¢ca sera medida pelo candilever
que atua como uma “mola” sobre a amostra; entdo um feixe de laser é focado na
extremidade do cantiléver e os feixes sdo detectados pelo fotodiodo (figura 11)
(Dufréne., 2002; Whiter; Park., 2014).
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Figura 11 - Representacédo esquematica do sistema de microscopia de forca atdmica.
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Fonte: autor préprio.

Alguns modos de imagem podem ser realizados utilizando o AFM, dentre estes,
destacam-se: 0 modo contato, caracterizado pela medicdo da topografia da mostra,
segundo a sua altura constante, o que evita modificacbes na amostra, 0 modo de
deflexdo constante onde a altura da amostra seré ajustada para manter a sua deflexao
entre outros (Dufréne., 2002).

A técnica de AFM, pode ser manuseada de trés maneiras diferentes, que séo:
nao-contato, contato e contato intermitente também chamada de “tapping”, no modo
contato, acontece uma interacdo da ponta com amostra, fornecendo assim as
imagens, contudo, por outro lado, pode ocasionar em danos diretamente as amostras;
ja 0 modo ndo-contato caracteriza-se nao havera contato com a amostra, porém nao
€ aplicavel a todo e qualquer tipo de amostra, justamente pela instabilidade; e o modo
tapping que assemelha-se ao modo ndo-contato, mas havera um contato intermitente
através da ponta vibrante, o que de certa forma contorna as limita¢cdes apresentadas
pelo modo ndo- contato (Ferreira; Yamanaka., 2006).

Para andlises em superficies sensoras, utiliza-se as analises no AFM no modo
nao contato, devido as modificacbes que sao realizadas para obter as camadas de

ligacdo e biointeracdo que acontece pelo antigeno-anticorpo, tornando-se assim uma
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Otima alternativa para avaliacdo do processo de modificacdo das SAMs, (Pinto et.al.,
2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Aflatoxina B1, imunoglobulina para AFB1, N-hidroxisuccinimida (NHS),
hidrocloreto de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC), soro albumina
bovina (BSA), hanoparticulas de 6xido de zinco serédo obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).
A imunoglobulina para AFB1 foi adquirida da Abcam (United Kingdom). A micotoxina
foi obtida da Profa. Idjane Santana de Oliveira do Laboratério de Microbiologia do
Centro Académico de Vitoria/lUFPE. Todos os reagentes e solventes que foram

utilizados séo de grau analitico.

4.2 Isolamento e deteccdo da micotoxina produzida por cepa fungica em alimento

contaminado

A AFBL1 foi avaliada ap6s o crescimento da cepa fungica em meio agar batata
dextrose por 15 dias a 25°C. A producdo AFB1 foi avaliada pelo imunoeletrodo
piezoelétrico e eletroquimico e comparadas com os dados obtidos com as MTXs

comerciais.

4.3 Modificacao da superficie do eletrodo

O eletrodo de ouro (¢ = 2mm) foi polido com alumina 0,5 um e sonicado por 1
minuto em agua deionizada, e posteriormente seco com nitrogénio (N2). Em seguida,
o eletrodo de ouro foi imerso em tampéo fosfato contendo 10mM de Cys por 50 min
na quantidade de 4uL, e deixado secar a temperatura ambiente para a automontagem
da Cys. Posteriormente, o eletrodo foi lavado com agua ultra pura, para remocao de
guaisquer moléculas ndo ligadas, apés a lavagem o eletrodo modificado foi imerso
numa solugdo aquosa de 0.4M de EDC e 0.1M de NHS numa proporgao de 1:1 (v/v)
(Safina et al., 2008). Em seguida, o eletrodo foi modificado com NPsZnO incubado a
15 minutos em temperatura ambiente através de drop-coating foi adsorvido 2ulL, ao
qual reagiu com o EDC:NHS para a ligacdo do MAb. Depois disto, 2uL de solucdo de
MAD foi adsorvido ao eletrodo ja modificado com Cys- EDC:NHS- NpsZno, incubado
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por 20 minutos a temperatura ambiente. E com a finalidade de bloquear os sitios ativos
remanescentes foi adicionado 2 uL BSA (10% p/v) a superficie do eletrodo de ouro.
ApoOs obtencdo do eletrodo modificado com Cys-NPsZnO-MAb, o sistema foi
submetido a incubacdo com diferentes concentracdes da AFB1 de interesse (0.5, 1
ng mL-1, 1,5, 10, 100 ug mL-1), (Simé&o et al., 2016), como demonstrado no esquema

a sequir.

Figura 12 - Representacéo esquematica do imunossensor.
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4.4 Caracterizacéo Eletroquimica

A andlise eletroquimica foi realizada através de um potenciostato/galvanostato
PGSTAT 302N, utilizando uma célula eletroquimica composta por 3 eletrodos, sendo
um contra eletrodo de platina, um eletrodo de referéncia Ag/AgCIl e um eletrodo de
trabalho de disco de ouro. Como sonda redox, sera utilizada uma solucdo de
Ka[Fe(CN)s])/Ks[Fe(CN)s] (1:1). As analises de voltametria ciclica (VC) foram realizadas
a um potencial de varredura fixo de -0,2 a 0,7 V. A espectroscopia de impedancia
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eletroquimica (EIE) foi obtida numa faixa de frequéncia entre 100 mHz a 100 KHz com

um potencial de amplitude alternada de 10 mV (Oliveira et al., 2011).

4.5Funcionalizacdo da Nanoparticula de 6xido de zinco.

As nanoparticulas foram funcionalizadas com aminopropiltrietoxissilano (APTES)
de com o método de Grasset et.al; onde o APTES foi enxertado na preparacéo de 1,5
g de 6xido de zinco, disperso em agua destilada (50ml), pH 6,8, sendo esta suspensao
agitada por aproximadamente 1 hora, havendo o aumento do pH para 8,9, o excesso
de APTES, foi removido por filtracdo e lavagem com alcool e acetona (Grasset
et.al.,2003).

4.6 Simulacéo da Espectroscopia de impedancia eletroquimica por meio do circuito

elétrico equivalente

Os dados obtidos na caracterizagao de EIS foram representados na forma de um
diagrama de Nyquist e ajustados utilizando o software NOVA. As curvas obtidas foram
analisadas para deduzir e estudar o comportamento interfacial dos componentes do

biossensor.
4.7 Caraterizacao topografica por meio da Microscopia de for¢a atdmica
As modificacdes nas superficies do eletrodo foram realizadas utilizando um

microscépio de forca atdmica SPM-9700 (Shimadzu, Japdo) com ponta de prova

(“cantilever”) ajustado para o modo n&do-contato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLATAFORMA NANOESTRUTURADA BASEADA EM NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE ZINCO PARA IMUNODETECCAO DE AFLATOXINA B1

5.2 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA

Foi realizada uma analise morfolégica e topografica da construcdo do
imunossensor por meio do AFM (figura 13), técnica considerada complementar para
avaliacdo das modificacdes que ocorrem na superficie de eletrodo. As modificacdes
do eletrodo foram avaliadas através da visualizacdo de rugosidades na superficie
(Galal et. al., 2012).

Uma cobertura heterogénea da superficie do eletrodo foi obtida para os
sistemas Cys- NpsZnO (Fig. 13c) e Cys-NpsZnO-Ac-BSA (Fig. 13b) com altura média
de 58 nm e 76 nm, respectivamente.

Esses resultados seguem estudos anteriores que determinaram a altura de 30
nm para o anticorpo imobilizado (Costa et al., 2018). Além disso, avaliou-se a
associagao entre o anticorpo e a aflatoxina B1 (Fig. 13d).

O sistema Cys-ZnONp-Ac-BSA apresentou boa interacdo com AFB1 (altura
média de 0,16 um) em compara¢do com a rugosidade da camada sensora (Fig. 13d).

Uma densa camada adsorvida na superficie do sensor foi observada no
processo de bioreconhecimento. A diferenca observada nos dados de altura é
atribuida a formacéo do imunocomplexo Ac-AFB1 (Costa et al., 2018).

Em adicdo, a rugosidade exibida na figura 13b denota que o processo de
adsorcdo do sistema sensor Cys-NPsZnO-Ac-BSA foi obtido com sucesso e que a
superficie biossensora possui uma topografia que favorece ao processo de

bioreconhecimento.
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Figura 13 — Imagens topograficas obtidas do eletrodo de ouro modificado por (a) Cys, (b) Cys- NpsZnO,
(c) Cys-NpsZnO-Ac-BSA, (d) Cys-NpsZnO-Ac-BSA-AFB1.
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Fonte: autor proprio.

5.1.1 Medidas eletroquimicas do imunossensor.

Por meio das andlises de VC e EIE, foram obtidos resultados a respeito da
plataforma acima elucidada. Para isso, foi utilizado a solucéo de ferro-ferricianeto de
potassio para a troca de elétrons, do par redox com o eletrodo pata cada etapa da
modificacdo da superficie. O que podemos visualizar na literatura é a crescente
utilizacdo da cisteina em biossensores para as mais variadas aplicacdes, como na
construcdo de um biossensor impedimétrico para deteccdo de bactérias (Silva et al.,
2017) e na deteccdo do virus da dengue devido as suas propriedades de

quimiossorcao na superficie de ouro (Avelino et al., 2016).

Ademais, foi feito um estudo de tempo para a cisteina, um aminoacido nao
essencial, utilizado na plataforma para fazer uma ligacéo entre a superficie do eletrodo
de ouro e seu grupamento tiol, estabelecendo assim a primeira camada do sistema
(Siméo et.al., 2015), sendo possivel observar um aumento da resposta impedimétrica
com o aumento do tempo de adsorcdo da cisteina, de forma que foi utilizada a
concentracéo de 50 mM.
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O tempo estabelecido para construcéo deste sistema sensor foi de 50 minutos,
refletido pela saturacédo da superficie do eletrodo, como demonstrado na figura 14 a,

pelo diagrama de Nyquist (Barbieri et al., 2017).

Figura 14- Voltamograma ciclico (a) e espectro de impedancia (b) referentes ao estudo de tempo de

adsorcao da Cys, na concentracdo fixa de 50 mM, na quantidade de 4 ulL.

5.0x10° 4| = Eletrodo \impo
o 20 min 2,1x10° o .
Cys- 20 min "
T = Cys- 30 min
< Cys- 40 min . o i
5 = = = Cys- 50 min - . . .
S ——Cys- 60 min 5 1,4010° 4 . - .
- .. bt . . .
= 9 . ;
2 . .
7.0:10° .. ... .l & Eletrodolimpo
® Cys-10min
; )’ b Cys- 20 min
. > @ Cys-30min

Cys- 40 min

& Cys- 50 min

5 - 5 60 min
5,0x10° T 0.0 . =L

T T
0.0 5.0x10" 0.0 2,0x10° 4,0x10° 6.0¢10°
Potential applied (V) Z'(0)

Fonte: autor proprio.

No voltamograma ciclico é possivel visualizar uma reversibilidade para o
eletrodo limpo caracterizado por um processo de transferéncia de elétrons limitado
por difusdo. A adsorcao de Cys no eletrodo de ouro propiciada pela interagéo do grupo
sulfidrila, refletiu num decremento das correntes de pico anddica e catddica. Em
adicdo, o espectro de impedéancia da figura 14 b demonstrou um aumento da
resisténcia de transferéncia de carga. Este processo esta relacionado a repulséo de
cargas que acontece entre o grupo carboxilico da Cys e a carga negativa da sonda
redox (Luna et.al., 2015).

Na figura 14 b visualizamos o diagrama de Nyquist para os diferentes tempos
de avaliacdo da adsorcao da cisteina sobre o eletrodo de ouro.

As curvas formadas evidenciam o aumento do didametro do semi-circulo a

medida que se evidencia o incremento no tempo de incubacao da cisteina.
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A simulacdo tedrica dos resultados de espectroscopia de impedancia foi
realizada por meio do circuito equivalente de Randles, onde obtemos o valor de (Rcr),
levado em consideracao para a construcdo de imunossensores.

Na tabela 1 podemos observar os valores referentes a resisténcia de
transferéncia de carga, consequente aumento no valor de Rct, indicando que ha um

bloqueio a transferéncia de elétrons, com o aumento de tempo de adsorcao.

Tabela 1- Simulacao tedrica dos resultados de espectroscopia de impedancia para o estudo de tempo

da cisteina.

Tempo de RCT(q)
Quimiossorcgao
10 min 0.328 Q
20 min 2.10 kQ
30 min 3.55 kQ
40 min 3.74 kO
50 min 3.81 kQ
60 min 3.79 kQ

Fonte: autor préprio.

Posteriormente, realizou-se a ativacdo dos grupos funcionais ativos da cisteina
com a solucdo de EDC:NHS (1:1) que atuou neste sistema como agente acoplador
das nanoparticulas de 6xido de zinco aminadas. As correntes de pico aumentaram
com a concentracdo de NPsZnO aminado. A adsorcdo de NPsZnO ocorreu através
de EDC: NHS. Os agentes de acoplamento ativam o grupo carboxila terminal de carga
negativa de Cys que é substituido por NHS éster na superficie do eletrodo. Assim, o
acumulo de cargas positivas na superficie do eletrodo atrai a sonda redox (Geng et.al.,
2008; Ding et al., 2013).

A adsorcdo da NPszZnO é de fundamental importancia para a manutencéo da
atividade eletroativa do eletrodo de trabalho. Segundo Nai-Feng e colaboradores,
2014, NPsZnO é um tipo de material semi condutor, que apresenta Otimas
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propriedades elétricas aplicaveis a biossensores, aumentando a sensibilidade, sinal

eletroquimico, e aumento da area superficial (Nai-Feng et al., 2014).

Podemos visualizar em artigos publicados recentemente o emprego das
nanoparticulas para construcdo dos sistemas biossensores, de forma a atrelar ainda
mais sensibilidade na detec¢éo. Destaca-se o trabalho de Siméo et.al, o qual utilizou
das NpsZno para construcdo de um nanobiossensor para deteccdo de arboviroses,

com caracteristicas semelhantes a deste imunossensor (Siméo et.al., 2021).

Desta forma, apos a imobulizagdo das NPsZno, foi observado um aumento da
condutividade do sistema refletido pelo aumento das correntes de pico anddicas e
catddicas (figura 15 a) e diminuicdo da resisténcia de transferéncia de carga (figura
15 b). A avaliagdo do tempo de imobilizagdo de NPsZnO variou de 10 min de
incubacao até 30 minutos, em intervalos de 5 min para se obter uma resposta capaz
de aumentar a migracdo de elétrons no sistema. Estudo semelhante foi realizado por

Siméo e colaboradores, 2020.

Figura 15 — Voltamograma Ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b), dos respectivos tempos de adsorcdo

da Nanoparticula de 6xido de zinco.

406107 4 B Cys-NpsZno- 10 min
15¢10°4 M CysNpsZno- 15 min
®  CysNpsZno- 20 min
i Cys-NpsZno- 25 min
—  2.0x1074 m  Cys-NpsZno- 30 min [ ] u
=z . .
é 1,0x10° - =
a 0.0 o = "
~ H m = a
= hI.J - ] L} -
w n - n -
= e, = Cys-NpsZno- 10 min 5,0x10° 4 " H s ", "
' ) = = =Cys-NpsZno- 15 min - H [ ] ge"
mEE
. Cy s5-NpsZno- 20 min u
Cys-NpsZno- 25 min
4,0x10% 4 e Cy5-NpsZno- 30min 00
T T T B T T T
0.0 3,0x10° 6,0x10" 0 x10° 210° 3x10°
Potential applied (V) 7' (0)

Fonte: autor préprio.
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O valor da resisténcia a transferéncia de carga € apresentado na tabela 2, para
esse estudo em questao ficou elucidado o tempo de 15 min, para garantir a resposta
esperada. Esse tempo foi estabelecido para que né&o houvesse uma grande
diminuicdo na resisténcia a transferéncia que carga, favorecendo a avaliacdo das

outras etapas de modificacdo do eletrodo (Silva et al., 2017).

Alguns autores destacam que a presenca das NPsZnO no sistema é de
fundamental importancia por garantir uma maior adesdo do anticorpo, devido a
presenca de grupos amina livres capazes de promover, como mencionado, uma
ligacdo covalente com o anticorpo. Além disso, por possuir caracteristicas
semicondutoras ele é capaz de reduzir a resisténcia e como consequéncia aumentar
a sensibilidade do sistema, ja que devido a sua alta capacidade oxidativa promove a
reducdo do par redox do sistema e uma melhor troca de elétrons com o meio.
Resultando, assim, em uma maior janela de resposta para 0 sensor, ou seja, maior
sensibilidade (Grasset et al., 2003; Wang et al., 2014)

Tabela 2- Simulacdo tedrica dos resultados de espectroscopia de impedancia para estudo de

nanoparticula de 6xido de zinco.

Tempo de RCT(
Quimiossorgéao
10 min 1.98 Q
15 min 993 O
20 min 448 Q
25 min 417 O
30 min 373 0

Fonte: autor proprio.

ApoOs a imobilizagdo da Cys-NPsZnO, foi realizado o estudo de tempo do
anticorpo monoclonal anti-AFB1. O estudo do processo de imobilizacdo do anticorpo
€ uma etapa importante, uma vez que a base do funcionamento de um imunossensor
sensor é a formacdo do imunocomplexo. Desta forma, a formagdo de complexo

estavel entre o antigeno e anticorpo, reflete diretamente na especificidade do
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reconhecimento molecular (Luppa et al., 2001). Ainda em estudo recente publicado
no ano de 2017, por Santana e colaboradores, € possivel observar as diversas
possibilidades de aplicacdo dos imunossensores (Santana et.al., 2017). Em adicao,
Balkenhohl e Lisdat (2007), utilizaram do sistema imunossensor para deteccao de
anticorpos antitransglutaminase em soro humano, e a sua precisao foi superior ao
teste ELISA (Balkenhohl e Lisdat ,2007); em outro estudo realizado por (Moreno—
Gusman et.al., 2012), foi desenvolvido um imunossensor eletroquimico que realiza a
deteccdo de forma rdpida do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), que demonstrou
um oOtimo desempenho analitico, com alta sensibilidade e seletividade (Moreno-
Gusman et.al., 2012). Destaca-se que 0s imunossensores eletroquimicos exibem
limites de deteccdo bem baixos, e sdo pouco afetados com interferentes quando

comparado a outros (Ricci et.al., 2012).

Diante do exposto iniciou-se o0 estudo de imobilizacdo de anti-AFLAB1 através
da incubacdo na superficie do eletrodo na quantidade fixa de 2 uL, variando-se o
tempo de 20 a 60 minutos, para que fosse avaliada uma resposta amperométrica

otima. As andlises eletroquimicas sdo mostradas a seguir:

Figura 16 — Espectro de voltametria (a), diagrama de Nyquist (b), caracteristicos do estudo de tempo
do anti AFB1.
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Com o aumento do tempo de incubacdo do anticorpo foi observada um
incremento na taxa de imobilizacédo da biomolécula. O incremento do tempo favoreceu
a uma diminuicao nos valores ipa e ipc do voltamograma, mostrado na figura 16a de
maneira bem significativa, sendo confirmado pela espectroscopia de impedancia
eletroquimica figura 16b. A caracteristica de bloqueio da transferéncia de elétrons
refletido no aumento na resposta impedimétrica € relacionado a natureza proteica do
anticorpo (Sharma et al., 2010), uma vez que a acomodacéo da estrutura polipeptidica
é direcionada pelas interacdes intermoleculares do tipo ibnicas e apolares com a

superficie de trabalho.

A simulacéo tedrica também dos dados espectroscopia de impedancia também

Y

foram obtidos, e os dados relativos resisténcia a transferéncia de carga estao
descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Simulagéo tedrica dos resultados de espectroscopia de impedéancia para estudo do anticorpo
anti AFB1.

Tempo de RCT(q)
Quimiossorgéao
10 min 4.77Q
20 min 534 O
30 min 605 O
40 min 656 O
50 min 698 O
60 min 735 Q

Fonte: autor proprio.

O tempo de 20 minutos foi adotado para a realizagao da construgao do sistema
sensor. A resisténcia de transferéncia de carga no valor de 534 ohms denota uma
caracteristica condutora essencial para evitar sinais de bloqueio quando seja efetivada

a imobilizacao do anticorpo e avaliagdo da formag¢ao do imunocomplexo.

A natureza quimica das NPsZnO, possibilitou a ancoragem covalente dos
anticorpos anti-afla B1 e consequente formacdo da camada de bioreconhecimento
para o analito avaliado durante a segunda etapa do desenvolvimento do
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imunossensor. Com o objetivo de bloquear os sitios ativos remanescentes 0 BSA foi

adicionado a este sistema sensor.

O BSA, vem sendo aplicado para construgdo de diferentes tipos de
imunossensores com a mesma finalidade, ou seja, bloguear os sitios onde ndo houve
interacdo com o anticorpo. O trabalho de Zhang e colaboradores, demonstrou a
aplicacdo do BSA e uma superficie imunossensora para detec¢cao ultrassensivel de
vitelogenina, comprovando que este agente bloqueador auxilia no aumento de

sensibilidade do sistema (Zhang et.al., 2021).

Para o imunossensor desenvolvido foi utilizado 2uL de BSA a 10% (p/v). Foi
observado para o voltamograma ciclico uma diminuicdo da resposta amperométrica
do sistema (figura 17 a), e um novo aumento da impedancia total do sistema (figura
17 b), sendo proporcional a quantidade de material imobilizada sob a superficie do
eletrodo. Este comportamento demonstra que a camada sensora foi obtida com

SUCesso.

Figura 17- Voltamogramas ciclicos (a) e Espectros de Impedancia (b) para cada etapa de montagem
do sistema Cys-NPsZnO-Anti-AflaB1.
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Fonte: autor préprio.

Durante a segunda etapa do desenvolvimento do imunossensor foi realizado o

estudo da bioatividade do anticorpo imobilizado. A avaliagdo foi realizada com 5
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concentracfes da toxina (0,5 e 1 ng.mL; 1, 10, 5,100 pg. mL), na quantidade de 2L,
no tempo fixo de 30 minutos para cada incubacao (figura 18 a).

Na figura 18 evidencia-se o processo de bioreconhecimento do imunossensor
para as diferentes concentracdes de AFB1, com o0s respectivos voltamogramas
ciclicos revelando uma diminuicdo gradual das correntes pico e um aumento na
separacao dos picos com o aumento da concentracdo da AFB1.

Na figura 18 b é mostrado 0 aumento na resposta da impedancia proporcional
ao acumulo de toxina no eletrodo, estando de acordo com as andlises voltamétricas.
Os valores de Rct (tabela 4) demonstram o bloqueio a passagem de elétrons na

interface do eletrodo/solucéo.

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos (a) e Espectros de Impedéancia (b) para cada etapa de

testagem do sistema Cys-NPsZnO-Anti-AflaB1 para diferentes concentracdes da aflatoxina.
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Este bloqueio esta relacionado com a formacdo das interagdes anticorpo-
antigeno, na superficie do eletrodo de ouro, demonstrando apds a adsor¢ao quimica

0 anticorpo manteve sua atividade bioldgica.

A plataforma desenvolvida demonstrou ser uma estratégia promissora para
avaliacao futura de alimentos contaminados com AFB1 com possibilidade de detecc¢éo

na faixa de ng.mL™2.
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CONCLUSAO

e Um biossensor eletroquimico baseado em monocamadas automontadas de
Cys, nanoparticula de 6xido de zinco e anticorpo monoclonal foi desenvolvido,
apresentando um baixo custo, realizando uma detecc¢ao sensivel e especifica
da micotoxina AFBL1.

e O emprego das nanoparticulas de o0xido de zinco permitiu a manutencédo da
taxa de transferéncia de elétrons o que favoreceu a condutividade do sistema,
propiciando um aumento da area de superficie para o adequado ancoramento
do anticorpo anti-aflatoxina A e manutencdo estrutura e capacidade de
bioreconhecimento.

e As imagens obtidas através da microscopia de forca atdmica juntamente com
as medicdes pelas técnicas eletroguimicas, revelaram a imobilizacdo das
camadas, formando assim o imunossensor Cys- NpsZno- Anti AFB1, na
superficie do eletrodo de ouro.

e Observou-se que as técnicas eletroguimicas apresentam uma o6tima deteccéo
das diferentes concentracdes da AFB1, com um limite de deteccéo na escala
ng.mL*

e O imunossensor foi capaz de diferenciar cada bicomponente a partir de suas
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas.

e [Esse imunossensor mostrou seu reconhecimento especifico para as seis
diferentes concentracfes de AFB1.

e O sensor desenvolvido exibiu uma boa sensibilidade, sendo assim um forte
candidato para desenvolvimento de prototipo inovador.

e Porém a necessidade da realizacéo de futuros testes para avaliacao de tempo
de prateleira, avalicAo de reprodutibilidade e miniaturizagdo, seréo

necessarios.
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PERSPECTIVAS

Realizar avalicdo com o controle negativo;

Realizar a deteccao da micotoxina em alimentos, sendo: arroz, farinha de milho
e outros cereais;

Realizar as avaliacOes estatisticas através do estudo de circuito equivalente de
Randles.
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e Porém a necessidade da realizagdo de futuros testes para avaliagdo de tempo
de prateleira, avalicAo de reprodutibilidade e miniaturizagdo, seréo

necessarios.

APENCIDE A

Artigo publicado no periodico ..........ccvueeeee. Brazilian Journals of Development.
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RESTMNOD
Az mucotomnas (WMT3Hs), sio metabolitos saoumdanos produzdos por algumas espacies
da ﬁmen!, como fingos do género Asparpillus & Pemecillnom A blc»detac;an de AFEL
possul mportinela para 2 sande p‘u'hhl:-a., devido aoz efeitos que ocasiona nz satde
I:Lumam, alam de aprezentzr coomancia am boa parte dos generce almenticios. Dessa
forma novos matodos de detecpdo sio de misresze por possibilitarem wma avaliagio
rapida = preciza dos contaminantes de alimentos com destagque para oz Imumossensores.
0 prezemfe trabalbo feve como objsimve o desemvelvimente de wm bicdizposiineo
nancestrirade para biodeteccio eletroquimica dz AFB] baseado em camadas
automontadas de cistema (eys) @ nanoparticulas de dxdo de zmeo (MPeZn(Y). As técnicas
davoltamstna udln:aeerpectrmc-}]:udempa:hncm elatrogquinucz foram whlizadas para
o desemvelvimento do Imumossensor. Inicialmente, as WPsZn(0 foram ammadas para
prOpIciar ancoragem na superficie sletrddica & postenior mmobilizacdo do anticorpo anfi-
AFB1(anti-AFB1). A superficie do aletrodo fou modificads com Cys 2 =u]:-=.aqu.enie
ativagdo de grupes carboxi-termmars com N-hidroasucempmida (WHS) e 1-afl-3-03-
dimetilarmno-propil) carbediinnda (EDC). Em sapuida as NPsZn0) amumada: foram
adicionzdas na menocamada auto-orgamrada de Cys 2 posteniormente, melsculas de
anti-AFB] foram quumecaments hizadas. Vanapdes das comrentes ds proo anddicas e
catodicas @ na resisténcia de transferéncia de carga foram avalizdas zpos cada etapa de
modificacds para  obtengio de biossemzor.  Asmim, uma  plataforma  sensora
(CyaMPeZnOvant-AFE]) fo1 obiida com efetividade para detectar AFEL. O zensor
proposto mostrou sanzibilidade e esperificidads para as molécelas de AFBL

Palavras-chave: Imunossensor, Aflatoeomz B, Ilicotomnas e Elstroquinica.
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ABSTRACT

Myeotooome (BIT2HE), are secondary meataboliftes produced by some species of fimz, such
a5 Aspergillus and Pemcillivms. The biodetection of AFB] has importance for public
hezlth, due to itz effects on huan health, in addition to ifts ocourrancs m most foodshiffs,
Thus, new detection methods are of interest because thev allowr a fast and accurate
evaluztion of food contaminants with emphass on momunosensors. The prazent work
aimed at the development of 2 nanostroctured hio-device for AFB] electrochamical
biodetection based on self-aszembled layers of cystemne (ovs) and zne oxade nanoparticles
(MP=Zul). Cyelic voltanmetry and electrochenneal impedance spactroscopy techniques
were uzad for the development of the mwmumosensor. Imtally, the MPeZn( were
amimmated to provide anchorage on the alectrodic surface and subzequent immaobilization
oftha anti-AFB 1 (anh-AFB]) antibody. The elactroda surface was modifiad wath Cys and
subsequent activation of carboxy-terminal groups with N-lvdrosorsucemingde (INHE) and
1-gthyl-3-( 3-dimethy lanmino-propyl) carbodizmids (EDC). Mext, the amino WPsZnChwvere
addad to the self-orpanized monolzyver of Cyez and, later, anh-AFE] melaenles were
chemmeally boumd. Varations in the anodic and cathodic peak currents and load transfar
resistamee were evaluatad after sach modification step fo obtam the biosensor. Thus, 2
sensmz platform (Cyve WPsZn0anti- AFB1) was effachively obtamed to detect AFE1. The
proposad sensor showed sensitivity and specificity for AFB] molecules.

Kevwords: Immumoeszansor, Aflatoxin B, hyveotoxine and Elactrochemistry.

1 INTRODUCAO

O termie micotooimz & usado para desiznar um prupo de compostos altzments
toxicos, produzidos por algims fimgos ou leveduras (Bemnett & Elich, 2003), z=
deserrvolvem condipdes de campe, transporte ou durante o periodo de ammazsnamento
dos ahimentos (Fink-greromels, 2008), sendo prejudiciaiz i satde humana; estas podam
causar doengas ou morte quande mgeridas pelo homem. As micotooonas (T3 mais
proemmentes s3o0 da familia das aflatoxinas, & o mteresse no sstndo das MTHs prezentes
em alimentos e ragdes advém do interesze em garantir a sands npmana (Wild & Gong,
2019y,

A aflatesana Bl (AFBIL) é a mais tomca das aflatceomas, causando 1wma vanedade
de efertos adversos e, em alzime casos, podem ser letals, zpresenfzm propriedadas
carcinogenica, teratosémea. mutagénicas e Inumessuprasseras (Anklam ot al | 2002).

O uzo de nmmosnzaios tomon-se una eficients feramenta analitica na andliza de
MTHs em alimentos, destacando-ze o8 ensaios  imumcenzimatco (ELISA), a
cromatosrafia ligmida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia de massa, dentre oufras
(GOMNZATEZ-OSMNAYA o 2l 2008, no enfanto, a demanda de reagantes com elevado

Araxi| iz Joumal of ol nt, Curigiba, v i. 1. p. BESZ-5E5E |an
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grau de pureza destinado 3 analize cromztografica e o alto custo da instrumentagdo 2
marmtencio impossibilitz unta analizs rapida & de bamo custo (Khan et 2l 20097,

Em adig3o, hi a necesaidade de se aplicar novas farramentas analificas para o
desemvolvimento de biossensores para MI3E, como a2 AFEL, 2 o mumossensores
demonstrarn ser dtels para a detecgdo, por fazereny uzo de interacdes espacifica: entra wm
anticorpo e um antigeno. Extas interagdes 3o de nahirera ndo covalente, porem fortes,
apresentande comeo propriedades o favorecimento de wn dizgnostico sensival, precocs &
conflavel, vizando a dommmedo de gastos com a zadde pablica o tatamaento
meadicanentoso, melhorande a qualhidade de vida do paciente, possibilitando a geragdo de
um nove produte comercial veltade para o diagnostico (Hosu et al., 2018).

A associapdo de omdos de metzis como a namoparficulas de domdo de zmeco
Mpefn0) acs biossenzores == destaca =m biossenscores, wma ver que, as NpsZn(
aprazentzrn caractsristicas semicondutoras, wne elevada razio superficial, altz eficiéncia
catalitica & nio tecucidade (Khan et al | 2016).

Oz metodos eletroanalificos, ta1z como voltametna ciclicz (VC) e ezpectroscopia
de mpedincia eletroquimeea (EIE) fazem use da propriedades elétricas mensuraveis
(potencial, carga e cormrente) & podem ser utilizadas para o estudo da interagio enire
biomolémnlas & plataformas nanesstmmhradas (Wang et al., 20130

Portanto, o presente trabalko fem por objeto a exposigdo de resultados
prelinunares da construgdo dewm mistema Inmmoeszensor para detecedo de Aflatoxma B,
baseado na ublizacico de mancestmafuras, = oz dados obbide: abraveés de técimcas
elatroanaliticas.

INMETODOLOGIA
21 MATERTATS

A operatocoma A (Aspergillus ochraceus), aflatoeoma B, mmmoglobuling para
AFBI, W-hidresdsnerinimida (MEHS), hidroclorsto da 1-at]-3-[3-
dimestilarnopropiljearboditmida (EDC), soro alliming bovima (BEA), nanoparticulas de
caxido de zimen, 2 imunoglobulng para AFB] e as micotoooinas foram obtidos da Sigma

2.2 MODIFICAGAQ DA SUFERFICIE DO ELETRODO

O elatrode de ouro fo1 polido com ahonmma 0,3mm e semicado por 1 numito am
igna detonizada, & posterionments saco com nifrogénio (M2). Em sepnida, o elefrodo de
oure fo1 1merso am tampio fosfate contends 10wl de Cys por 30 mun 2 temperatura

Sraailian Jourmnal of Deselopment, Curikiba, v 1.1, p. 6632
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ambiente para a sutomontagem da Cyve. Posterniommente, o eletrode modificade com Cys
for mmerzo numaa solugdo aouoza de 0 480 de EDC & 010 de WWHE nuons propergio de 1:1
(Safina et al | 2008). Em semnda, o elafrodo fon modificado com MNP=Zn0 & reagido com
EDCINHS para a ligacio

do hiAk Apos a obiengdo do elstrode modificado com Cys-IPeZnC-MAb
(Fioura 1}, sste zistema foi submstide 2 menbagio com as micofoxinas de interessze
(Simdo et &l 2016).

Flgml anuemad.ns etapas de modificaczo 2 superficie do sletrade de ouro pera obtencdo do zistema

‘-L.--"-L_.‘
g et
tluuu- seapiamaenin ., e =

BsA

Fontz: Anfor

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Oz dados obhidos na caractenizacio da EIS estio represantados na forma de um
diagrama de Myqmst e foram ajustados ufilizando o software WOVA. As curvas obhdas
demenstram o comportamanto eletroquimico do eletrodo limpo e apdes 2 adigio das
camadas de Cys, WPaZn(), Anticorpo e avaliagde do analito-alve. A andlise do elsirode
lnvipa reflets o comportamento caracteristico de 1wm sisterma mitado por difiis3a.

Brazilian Joumal of Desslopment; Curitlba, w.7, n.1, p. GBS 2-555E [an. 31121
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Apos aadigZo da Cys verifica-se wma redugio na magnitude das correntes de pico
anodica e catddica. A caracteristica condutora das NPeZnO foi revelada pelo aumento da
condutividade da superficie eletroquimica Apds a mmobilizagio do anticorpo fol
evidenciada a manutengio da bioatividade do sistema refletida pela queda da resposta
eletroquimica davido a formagio do complexo anticorpo-Aflatoxina.

Fizura 3 - Grafico de Espactroscopia de Impadincia Elstroguimica do proce:so de montagem do senzor e
3o da bioatividad
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Ma figura 3 podemos obzervar que andlize mmpedimeétrica comrobora com oz
resultados obtidos w1z VIC. A EIE & considerada padrio ouro para sistemas hioszensores.
E possivel obzervarwm aumente do dizmetre do sericirenlo quando o sistama fo1 expeosto
2 solugio de Afla Bl Este processo reflete o bioreconhecimento reprezsntado pelo
awmento da resisténcia de transferéncia de carza propicizde pelo blogueic da passagam
de gletrons na suparficie do eletrodo de oura.

4 CONCLUSAO

(0 sensor desenvolndo fod capaz de interagir comm aflatoxina Bl & demonstra ser
bastante util na avaliagio de alimento: comtaminados e consequents pravencio de
micotoxicozes. A assoriagdo com as MPeZn(d melhora o desempenhe analifico na
superficie do tramedutor, pois permite 2 um melhor fransite de alétrons nas SAMN: &
favorecam a adsorgde das biomoléculas na superficie sletroquimica. Portanto, o sistema
deserrvolvido demonstrou que o anticorpo mebilizado mantave sua bioatividade, o & uma
nova altemativa para detecgdo de AFBI.
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