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de Conclusédo de Curso Graduagao em Biomedicina — Universidade Federal de
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RESUMO

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por fungos toxigénicos
responsaveis pela contaminacdo de produtos alimentares, desenvolvimento de
doencas ou a morte em seres humanos e animais. Estas toxinas sdo classificadas
como micotoxinas, sendo subdividida em 4 grupos (B1, B2, G1 e G2), no qual a AFB1
€ a mais potencialmente carcinogénica do grupo, segundo a agéncia internacional de
pesquisa sobre o cancer (IARC). Logo, o controle dos niveis de AFB1 € necessério
para garantir a seguranca alimentar. As técnicas existentes sdo baseadas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou ELISA. Elas séo ferramentas com uma boa
sensibilidade, contudo a inddstria alimenticia necessita de metodologias mais simples,
rapidas e de baixo custo. Logo, para sanar este obstaculo, ha o desenvolvimento de
biossensores. Destacam-se 0s imunossensores que utilizam anticorpos ou antigenos
acoplados a um transdutor fisico-quimico, os quais sdo capazes de gerar um sinal
mensuravel, para o reconhecimento do analito alvo. Este trabalho teve como objetivo
0 desenvolvimento de um biodispositivo capaz de mensurar a AFB1 em amostras
alimentares. Para isso, foram empregadas para andlise da interacdo biomolecular e
topografica, as técnicas eletroquimicas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE), voltametria ciclica (VC) e microscopia de forca atdmica (AFM),
capazes de caracterizar cada camada de bioreconhecimento adsorvida no eletrodo.
Através dos estudos foi observado a eficiente imobilizacdo do anticorpo (Anti-AFB1),
nanoparticula (NpsZnO), cisteina (Cys) e soro albumina bovina (BSA) na superficie
do eletrodo de ouro, por meio de variacdes da taxa de transferéncia de elétrons.
Através das variacfes de respostas para as técnicas de VC e EIE, apos a adsorcdo
das camadas. Como também através do AFM o aumento da rugosidade da superficie
do biossensor a cada camada adsorvida. Em adi¢éo, o imunossensor fabricado (Cys-
NpsZnO-Anti-AFB1-BSA) foi capaz de detectar AFB1 em diferentes concentracoes,
seja a toxina pura ou uma amostra alimentar contaminada. Desta maneira foi possivel
demonstrar a bioatividade do anticorpo apés imobilizacdo e apresentou um limite de
deteccdo (LOD) 0,95 pg.mL!. Como também, a plataforma exibiu boa
reprodutibilidade, alta seletividade e especificidade quando submetida a outra
micotoxina, a Ocratoxina A (OCRA).

Palavras-chave: Anticorpo. Micotoxicoses. Biodispositivo. AFM. Eletroquimico.
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detection of aflatoxin B1 in food. 2022. 57. Completion of Course Work Graduation
in Biomedicine — Federal University of Pernambuco, Recife, 2022.

ABSTRACT

Aflatoxins are secondary metabolites, produced by toxigenic fungi responsible for the
contamination of food products, disease development or death in humans and animals.
These toxins are classified as mycotoxins, being subdivided into 4 groups (B1, B2, G1
and G2), in which AFBL1 is the most potentially carcinogenic of the group, according to
the International Agency for Research on Cancer (IARC). Therefore, control of AFB1
levels is necessary to ensure food safety. Existing techniques are based on high
performance liquid chromatography or ELISA. They are tools with good sensitivity,
however the food industry needs simpler, faster and lower cost methodologies.
Therefore, to remedy this obstacle, there is the development of biosensors. Of note
are immunosensors that use antibodies or antigens coupled to a physical-chemical
transducer, which are capable of generating a measurable signal for the recognition of
the target analyte. This work aimed to develop a biodevice capable of measuring AFB1
in food samples. For this, the electrochemical techniques of electrochemical
impedance spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry (VC) and atomic force microscopy
(AFM) were used to analyze the biomolecular and topographic interaction, capable of
characterizing each layer of biorecognition adsorbed on the electrode. Through the
studies, the efficient immobilization of the antibody (Anti-AFB1), nanoparticle
(NpsznO), cysteine (Cys) and bovine serum albumin (BSA) on the surface of the gold
electrode was observed, through variations in the electron transfer rate. Through the
variations of responses for the techniques of VC and EIE, after the adsorption of the
layers. As well as through the AFM the increase in the surface roughness of the
biosensor with each adsorbed layer. In addition, the manufactured immunosensor
(Cys-NpszZnO-Anti-AFB1-BSA) was able to detect AFB1 in different concentrations,
either the pure toxin or a contaminated food sample. In this way, it was possible to
demonstrate the bioactivity of the antibody after immobilization and presented a limit
of detection (LOD) of 0.95 pg.mL-1. Also, the platform exhibited good reproducibility,
high selectivity and specificity when subjected to another mycotoxin, Ochratoxin A
(OCRA).

Keywords: Antibody. Mycotoxicoses. Biodevice. AFM. Electrochemical.
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1. INTRODUCAO

As Micotoxinas (MTXs) sdo metabdlitos secundarios fungicos capazes de
causar danos, doencas ou até a morte, a seres humanos e animais (KHARAYAT,;
SINGH, Y., 2018). Elas se desenvolvem em diversos produtos alimenticios a base de
cereais, como aveia e milho, ou oleaginosas e especiarias, como também em leite e
seus derivados, etc. (EVTUGYN et al., 2018a; JIA et al.,, 2019). A ingestdo de
alimentos com estas toxinas causa as chamadas Micotoxicoses (KHARAYAT &
SINGH, 2018). Estudos da Organizagdo das Nac¢Oes Unidas para alimentacdo e
agricultura (FAO) mostram que cerca de 25% da producdo mundial de gréos esta
contaminada por essas toxinas. Dentre elas, a familia das Aflatoxinas (AFs),
subdividida em 4 (B1, B2, G1 e G2), é considerada como a mais nociva aos
organismos. Sendo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o cancer (IARC) a
aflatoxina B1 (AFB1) é classificada como Grupo 1 carcinogénico potente (ABNOUS et
al., 2017).

As toxinas supracitadas causam na agroindustria uma perda consideravel de
insumos e risco a saude da populacdo mundial. Por isso, o desenvolvimento de um
método analitico sensivel e preciso € necessério para garantir a seguranga alimentar.
Os métodos convencionais para a deteccdo das MTXs sdo as cromatografias e
ensaios de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) (ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017;
KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Estas metodologias apresentam boa sensibilidade,
contudo sao laboriosas, utilizam pessoal capacitado ou ainda necessitam de um pré
tratamento de amostras (KHARAYAT & SINGH, 2018).

Uma metodologia alternativa para a mensuracao de AFB1 sdo os biossensores,
dispositivos simples, rapida resposta e de baixo custo (OLIVEIRA, Maria D.L. et al.,
2008). Existem biossensores com este objetivo sendo eles em sua maioria
fluorescentes (JIA et al., 2020), amperométricos (MA et al., 2016), eletroguimicos
(COSTA et al.,, 2017). Imunossensores eletroquimicos na concepcao de novos
métodos analiticos para diagnostico e controle de qualidade alimentar exibem certas
vantagens em relagdo a outros, como alta seletividade e sensibilidade, baixo-custo,
rapida resposta, capacidade de miniaturizacdo além de serem aplicaveis a diversos
analitos (LIU, D. et al., 2020). Estes biossensores monitoram diversas biointeragoes,
dentre elas a antigeno-anticorpo, valendo-se principalmente da especificidade do

imunocomplexo formado na reacgéo, atraem diversas pesquisas (COSTA et al., 2017,
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LIU, D. et al., 2020). A biomolécula anticorpo é imobilizada em na plataforma para
participar da interacdo bioespecifica, estas imunorreacdes sao reconhecidas por sua
alta sensibilidade e seletividade (LIU, D. et al., 2020).

Além disso, diversos nanomateriais séo utilizados para otimizar a sensibilidade
dos biodispositivos (BEITOLLAHI et al., 2020; XUE et al., 2019). Os 6xidos metélicos
em nanoescala como oOxido de magnésio, O0xido de ferro, 6xido de zinco sé&o
considerados promissores pelas propriedades biocompativeis, nano-morfolégicas
diversificadas (DAl et al, 2009 e KUMAR et al, 2019). Ademais, sdo materiais
funcionais, com propriedades eletroquimicas e otimizac&o da cinética de transferéncia
de elétrons (DAI et al, 2009 e KUMAR et al, 2019). Bem como, sdo materiais de facil
funcionalizacdo para auxiliar na ligagdo com diversos biorreceptores, devido a
simplicidade de acoplamento (DRIDI et al., 2017). Os materiais em nanoescala como
os oxidos de zinco (NpsZnO) sdo nanoparticulas metélicas (MNPSs) viaveis para varias
aplicacdes no desenvolvimento de biossensores (DAI et al., 2009; PICCA et al., 2018).
Nos ultimos anos as NpsZnO foram utilizadas para a montagem de biodispositivos na
analise clinica como exemplos GONCUKOVA et al. desenvolveu um, 2021; GRASSET
et al., 2003; SANTOS AVELINO, DOS et al., 2018.

Na concepcédo de nanodispositivos eletroquimicos, a escolha das ferramentas
analiticas é essencial para alcancar aparatos funcionais com elevada sensibilidade.
Atraveés das técnicas eletroquimicas de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE), voltametria ciclica (VC), é possivel caracterizar a modificacdo eletrodica de
sistemas de sensoriamento, observando-se 0s processos reacionais entre a superficie
do eletrodo e solucdo eletrolitica(OLIVEIRA, MARIA D.L. et al., 2008; RIBEIRO;
SOUZA; ABRANTES, 2015). Em adicdo, por meio da microscopia de forca atbmica
(AFM) é possivel obter imagens da automontagem da plataforma a cada camada
estruturada, visando sua caracterizacdo estrutural e topografica (FERREIRA;
YAMANAKA, 2006).

Neste trabalho desenvolvemos um imunossensor eletroquimico baseado em
NpsZnO modificadas com grupamentos aminas para a deteccdo de AFB1 em farinha
de aveia. No biossistema proposto, o anticorpo € utilizado para a deteccao de
diferentes concentragfes, em amostras de alimento contaminado com AFB1. Uma
camada de cisteina (Cys) é adsorvida na superficie do eletrodo de ouro garantindo
uma melhor adeséo das NpsZnO. O imunossensor foi caracterizado por meio da

voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e
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microscopia de forca atdbmica (AFM). Para andlise de seletividade foi utilizado
amostras contaminadas de Ocratoxina (OCRA). Sendo a OCRA um tipo de micotoxina
encontrada em produtos alimentares, produzida por fungos do género Penicillium
(Kharayat & Singh, 2018). Em resumo, esta plataforma exibe estabilidade

eletroquimica, seletividade e sensibilidade consideraveis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICOTOXICOSES

Micotoxina é uma palavra de origem grega “mykes” que significa fungo e do
latin “toxican” que significa toxina. Este € um termo utilizado para designar toxinas
alimentares fungicas que podem levar a um quadro de intoxicacdo ou a morte de
diversos seres vivos. Vale salientar, nem toda espécie fungica é capaz de produzi-las,
e a presenca de um fungo nem sempre indica a sua existéncia, como também, pode
ocorrer em um mesmo alimento mais de uma micotoxina (KHARAYAT; SINGH, Y.,
2018). As micotoxinas podem se acumular em muitos alimentos, sendo esta
contaminagdo predisposta a acontecer durante as etapas do processamento e
consumo dos alimentos, variando desde a colheita até o armazenamento em suas
residéncias (BENNETT; KLICH, 2003; KHARAYAT; SINGH, Y., 2018).

Fungos sdo microrganismos eucariontes uni ou pluricelulares, também
denominados de mofos ou bolores, heterotroficos e aerdbios (TAIS MAZIERO; DOS;
BERSOT, 2010). Além disso, sdo seres capazes de se desenvolver em diversos
ambientes. Por causa desta caracteristica eles podem crescer em diversos produtos
alimentares levando a producédo de derivados, como o leite e 0 queijo, ou apenas a
contaminacgao, pao mofado. Ou seja, capazes de provocar mudangas na cor, no sabor
ou textura desses alimentos, interferindo diretamente na qualidade. Isto € observado
de forma benigna por meio da fermentacédo, por exemplo, ou prejudicial através de
alguns metabolitos secundéarios téxicos a seres humanos e animais. Estes
metabolitos, por sua vez, sdo denominados de micotoxinas, e quando ingeridos por
seres vivos podem levar as chamadas Micotoxicoses (ANFOSSI; GIOVANNOLI,
BAGGIANI, 2016).

Segundo Benett (2003) as micotoxinas sdo equivalentes, na contaminagéo e
risco de longo prazo, a metais pesados ou agrotéxicos ja que também sao viaveis para
ocasionar envenenamento por meio natural, como também o grau de sua toxicidade
esta diretamente relacionado, analogicamente falando, aos efeitos da radiacao dose
e exposicao. Logo a intoxicagdo por alimentos ricos em micotoxinas pode acontecer
de maneira aguda ou subaguda, dependendo diretamente de varios fatores como a
concentracdo da toxina ou ainda o sistema imunolégico do ser vivo (TAIS MAZIERO;
DOS; BERSOT, 2010; BENETT et al, 2003).
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Devido a sua natureza quimica, MTXs sdo capazes de resistir a altas
temperaturas, limpezas fisicas como lavar e moer, além de serem quimicamente
estaveis demonstrando assim seu risco a saude mundial (ANFOSSI; GIOVANNOLI;
BAGGIANI, 2016). Ademais, estudos recentes indicam uma perda bilionéria de
dolares todos os anos devido a contaminagdo na agroindustria.

Como mencionado, além de seu efeito ocorrer de maneira semelhante a outras
substancias nocivas ao corpo, essas toxinas alimentares também podem ser
absorvidas durante a cadeia alimentar de maneira direta, ingerindo gréos e produtos
de origem vegetal, ou indiretamente, pela ingestdo de carnes ou leite. Além disso, a
producdo dessas toxinas por estar intrinsecamente relacionada ao crescimento
fungico, é consequentemente dependente das condicfes climaticas da regido para
uma maior variedade de fungos crescendo na regido (TAIS MAZIERO; DOS;
BERSOT, 2010). Logo, no Brasil o clima tropical umido € propicio para o
desenvolvimento de muitas classes fungicas (TAIS MAZIERO; DOS; BERSOT, 2010).

Estas toxinas fungicas sdo classificadas de acordo com seu radical livre,
toxidade (poder carcinogénico e teratogénico) ou ainda de acordo com seu peso
molecular (em sua maioria apresentam baixo peso molecular). Existem mais de 300 a
400 tipos de micotoxinas variando de peso molecular e seu grau de toxicidade, destas
5 sdo as principais de importancia médico sanitéria, segundo estudo publicado em
1993 pela IARC (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Sao elas: Aflatoxinas (AFs),
Ocratoxina A (OCRA), Zearalenona (ZON), Desoxinivalenol (DON) e Fumonisinas
(FUMO), naimagem 1 s&o apresentadas as diferentes composi¢oes de cada estrutura
acima citada (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018; TAIS MAZIERO; DOS; BERSOT, 2010).

Figura 01 — Estrutura quimica das principais micotoxinas.



Fonte: ALSHANNAQ et al, 2017.

Tabela 01 - Principais micotoxinas, seus alimentos, seu limite aceitavel nos paises
EUA, Brasil e Europa e suas principais consequéncias.

Nivel
_ _ Commoditie Espécie ] maximo Doencas
Micotoxina o Pais .
S fangicas tolerado relacionadas
(ug.Kg™)
Sementes,
_ BR 05-5 o
oleaginosas, Carcinogénico,
AFs . ,
nozes, frutas  Aspergillus hepatite aguda,
[B1, B2, G1, EUA 20 ) _
&2] secas, sp depressédo do sistema
cereais, imune.
o UE 4-15
especiarias
Cereais,
frutas secas,
) _ BR 750 — 2000 .
café, cacau,  Aspergillus Carcinogénico,
vinho, sp hepatotdxico,
OTA _ o EUA 1000 .
cerveja, suco  Penicillium nefrotoxico,
de uva, sp teratogénico
o EU 500 - 1750
especiarias,
alcacuz
Cereais, BR 20 - 600
produtos de . o .
ZEA Fusarium Atividade estrogénica

panificagéo, EUA -

6leo de milho
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EU 2 —-1000

Efeitos radiomiméticos,
BR 200 — 2000 _
anorexia, ganho de

Cereais, . .
Fusarium peso reduzido,
DON produtos de EUA 1000 . o
N Sp. eficiéncia nutricional
panificacéo,
alterada e
UE 500 - 1750 _ o
imunotoxicidade.
BR 200 - 5000 agente cancerigeno,
Fusarium hepatotoxico, causador
FUMO Milho Alternaria EUA 2000 - 4000 da
sp. leucoencefalomalacia
UE 800 - 4000 em equinos

Fonte: Prépria autora, 2022.

Na tabela 01, é mostrado os limites para cada micotoxina, relacionando-a a
legislacdo vigente em cada pais/regido, também é possivel visualizar as principais
doencas relacionadas a ingestao de alimentos contaminados (ALSHANNAQ; YU, J.
H., 2017). Para estabelecer os maximos niveis tolerados (MNT) um comité formado
pela OMS (Organizacdo das Nacbes Unidas) e a FAO (Organizacdo das Nacobes
Unidas para Agricultura e Alimentacéo) realizaram estudos para avaliacdo do risco
das toxinas alimentares a saude humana e animal. A partir dessa visao geral das
micotoxinas e o que as micotoxicoses podem causar é evidente o risco a seguranga
alimentar (ALSHANNAQ); YU, J. H., 2017).

2.2 AFLATOXINAS

Estudos mais focados para as micotoxinas iniciaram-se a partir da década de
60, reflexo da morte de diversas aves, por causa da contaminac¢éo da racéo com essas
toxinas (ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017). Posteriormente foi descoberto que um dos
seus subtipos foi a causa desta situagédo. Os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus

parasitus sdo os principais produtores das Aflatoxinas (AFLA), sao relativamente
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simples comparadas a toxinas bacterianas, porém apresentam graves consequéncias
ao bem-estar de seres vivos ao ingeri-las. As Aflatoxinas sdo uma familia, subdividida
em 4 grupos aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e
aflatoxina G2 (AFG2) (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Segundo estudos elas
representam o grupo mais encontrado em alimentos contaminados por micotoxinas
(KHARAYAT; SINGH, Y., 2018; TAIS MAZIERO; DOS; BERSOT, 2010). Diversos
alimentos podem ser encontrados com AFLA (tabela 1).

Elas variam também de acordo com sua estrutura quimica (tabela 02) e seu
grau de toxicidade, segundo a IARC. As AFB1 e AFB2 possuem metabdlitos
hidrolisados que afetam principalmente o leite e derivados, denominados
respectivamente de AFM1 e AFM2 (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Esta situacao
ocorre quando um animal ingere pasto contaminado com Aflatoxinas B1/B2, entdo o
citocromo P450 metaboliza-as gerando seus derivados, AFM1 e AFM2
(ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017; ISMAIL et al., 2018).

Seus efeitos adversos advém principalmente da capacidade da AFLA de blindar
o DNA das células, causando efeitos imunossupressores e induzindo infec¢des
(KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Além disso, elas possuem efeitos carcinogénicos,
teratogénicos, hepatotoxicos e mutagénicos (ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017). As
AFLA possuem uma grande resisténcia a tratamentos convencionais de
desintoxicacdo alimentar, seja para comida ou racdo. Dentre esses processos ha a
pasteurizacdo, o préprio ato de aquecer ou fritar o alimento e etc. (ALSHANNAQ; YU,
J. H., 2017; ISMAIL et al., 2018).

Figura 02 — Estruturas quimicas das Aflatoxinas.

AFB2 0 AFM1
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Fonte: ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017, adaptado.

Tabela 02 — Micotoxina e classificagédo da IARC.

MICOTOXINA IARC
Aflatoxinas 12B
Ocratoxina 2B
Zearelone

Desoxinivalenol

Fumonisinas 2B

Fonte: BUENO, 2015 (adaptado).

2.2.1 Aflatoxina B1

Dentre as aflatoxinas anteriormente citadas a AFB1 & a mais toxica,
carcinogénica e teratogénica do grupo. Ou seja, € a com maior potencial para
desencadear hepatocarcinoma, em paises subdesenvolvidos. E produzida por fungos
do género Aspergillus. De acordo com IARC, 2002 é classificada como grupo 1
carcinogénico humano potente, sendo tida como a etiologia de carcinoma
hepatocelular (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018).

2.2.2 Ocratoxina

Produzida por varias espécies do género Aspergillus e Penicillium. E uma
potente micotoxina nefrotoxica (BENNETT; KLICH, 2003; KHARAYAT; SINGH, Y.,
2018). Sua descoberta se deu em meados de 1965 na Africa do Sul (ALSHANNAQ;
YU, J. H., 2017). Nesta familia destaca-se a Ocratoxina A (OCRA) (figura 03),
classificada segundo a IARC como grupo 2 carcinogénico humano (tabela 01). Como
observado nas demais micotoxinas também tem sua contaminacdo advinda de
produtos de origem animal, como por exemplo o leite da vaca (ALSHANNAQ; YU, J.
H., 2017). Pode ser encontrada em varios produtos alimentares como café, dentre
outros (ver tabela 01). Sendo capaz de ser encontrada até mesmo no leite materno
(ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017; KHARAYAT; SINGH, Y., 2018).



24

Figura 03 — Estrutura Ocratoxina A.
Cl

CH,
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Fonte: ALSHANNAQ et al, 2017.

Da mesma forma que a AFB1l apresenta efeitos imunossupressores,
carcinogénicos, potencialmente teratogénicos entre outros (tabela 01) (ANFOSSI,
GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016; KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Esta micotoxina é
capaz de atuar em diversas enzimas envolvidas na producéo de energia ou até a nivel
nuclear. Sendo assim, é capaz de impactar a produtividade dos animais contaminados
(galinhas e porcos) (ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017).

2.3. DETECCAO LABORATORIAL DAS AFLATOXINAS

Desde a descoberta da AFB1 diversas pesquisas voltadas para sua deteccao
foram desenvolvidas. Visando a reducédo dos quadros de intoxicagdo pelo consumo
de alimentos e racdes contaminadas (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Por isso,
existem diversos 6rgaos para regulamentar os niveis delas e garantir o minimo de
seguranca (ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016).

Ha uma grande variacdo quimica dentro das micotoxinas ou até mesmo no
subtipo da familia como exemplo as AFLA anteriormente mostradas. Isso gera
maiores desafios para extracao e identificagdo das micotoxinas e ocorrem de maneira
nao isolada (ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016). Além disso, matérias
complexas estdo em conjunto delas, o que pode ser um interferente para a analise
(ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017).

Uma metodologia multi alvo, avancar cada vez mais para andlises rapidas,
sensiveis e seletivas sdo os principais focos (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018).
Tradicionalmente os métodos de deteccdo séo divididos em duas categorias: Os de
referéncia (avaliacdo quantitativa) e os métodos rapidos (avaliacdo qualitativa). Eles

podem diferir no método de andlise, porém as etapas de extracdo sao semelhantes
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(ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016). Dentre as técnicas temos cromatografia
em camada fina (TLC); cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a gasosa
(CG) acopladas com deteccdo de fluorescéncia (FLD), ultravioleta (UV), ou
espectrométrica de massa (MS); ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e

biosensores.

2.3.1 Teécnicas Cromatograficas

Em linhas gerais a cromatografia € um processo de separac¢éo e identificacao
de componentes de uma mistura. Essa técnica é baseada na migracdo dos compostos
da mistura, os quais apresentam diferentes interacdes através de duas fases (movel
e estacionaria)(CHAUHAN et al., 2016).

2.3.1.1 Cromatografia Em Camada Fina (TLC)

Este € o método quantitativo de escolha para triagem de micotoxinas por
apresentar uma boa sensibilidade e baixo custo, em comparagcdo com HPLC. Em
cromatografia de camada delgada com UV 365nm as AFB1 e AFB2 mostram
fluorescéncia azul violeta e AFG1 e AFG2 fluorescéncia azul esverdeada(CHAUHAN
et al., 2016).

A cromatografia em camada fina (TLC) consiste no uso de uma silica
fluorescente ou um gel impregnado com acido. Com o avango desta metodologia TLC
de alto desempenho (HPTLC), TLC bidimensional e cromatografia de camada
sobrepressao (OPLC), onde melhorias na camada de fase estacionaria (HPTLC) e
aplicacdo inovadora de fase mével resultaram em precisées e precisdo comparaveis
aos métodos de HPLC (CHAUHAN et al., 2016).

2.3.1.2 Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia (CLAE) e Gasosa (MS).

E o padrdo ouro sendo utilizado principalmente para aflatoxinas, devido a sua
alta acurécia e reprodutibilidade (LIU, D. et al., 2020). Ela consiste em uma bomba de
alta presséo para eluir a fase mével permitindo uma migracédo relativamente rapida.
Desta forma, é capaz de realizar a analise de varias amostras em pouco tempo. Além

disso, sendo acoplada com deteccao de cromatografia liquida (LC) ou cromatografia
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gasosa (CG) acoplada a deteccdo UV, FLD ou MS ha uma melhoria significativa
nessas respostas, por meio de uma dupla confirmacédo. Porém, essa € uma técnica
gue utiliza pessoal capacitado e seus equipamentos sdo de alto custo (LIU, D. et al.,
2020; CHAUHAN et al., 2016).

2.3.2 ELISA

Esta técnica é baseada na reacdo imunoenzimatica antigeno-anticorpo, para
deteccdo de substancias presentes nas amostras. A presenca de antigenos e/ou
anticorpos no analito alvo é revelada pela producéo de cor com a adicdo do substrato
da enzima e de uma substancia cromégena, indicando uma reacdo positiva
(BAGGIANI, 2016). Gracgas a sua seletividade e sensibilidade, os imunoensaios séo
os preferidos para andlise inicial de contaminagéo por micotoxinas (BUENO, D. et al.,
2015). Além disso, esses métodos sao simples de operar, rapidos e portateis
(ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016). Contudo, métodos imunoquimicos
apresentam uma limitac&o no quesito de analises multiplex de micotoxinas (ANFOSSI;
GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016; KHARAYAT; SINGH, Y., 2018). Apesar de ser uma
metodologia relativamente simples, ela torna-se cara para 0 monitoramento de
alimentos e também pode apresentar falso negativos, dependendo do analito
(ALSHANNAQ; YU, J. H., 2017).

2.4. Uso DE BIOSSENSORES PARA DETECGAO DE AFLATOXINAS

Na década de 60 o primeiro biossensor foi produzido. Este dispositivo
revolucionou a biotecnologia por ser um método avaliativo rapido, de baixo custo, facil
manuseio e capacidade de uso em campo. Além disso, demonstrou uma alta
seletividade e sensibilidade, um design simples comparado aos métodos tradicionais

e anos apos foi possivel a miniaturizacéo (portateis) (KHARAYAT; SINGH, Y., 2018).

Figura 04 — Esquema representativo dos componentes de biossensores.
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Fonte: Prépria autora (2022).

Sdo Otimos para demanda point-of-care, permitindo a analise fora do
laboratério. Sao capazes de auxiliar na diminuicdo de acidentes industriais,
contaminag&do alimentar, potenciais emergéncias e falsificagdo de remédio (EMILIO
AMADOR SALOMAO, 2018).

Biossensores sdo compostos por trés partes principais, o transdutor, elemento
de reconhecimento (molécula biologica) e amplificador (BUENO, D. et al., 2015; LIN;
GUO, 2016; MALIK, P. et al, 2013). A deteccdo € baseada no transdutor
(eletroquimico, piezoelétrico, calorimétrico, 6ptico) ser capaz de transformar ou
traduzir o sinal biologico gerado no acoplamento, interacdo ou biorreconhecimento da
molécula bioldgica (aptamero, acidos nucleicos, enzima, anticorpo) com sua molécula
alvo (célula, virus, bactéria, toxina) em um sinal mensuravel, ou seja converter uma
resposta biolégica em um sinal elétrico (BUENO, D. et al., 2015; SANTANA OLIVEIRA
et al., 2019). Na figura 3 é possivel observar as diferentes constituicdes do biossensor

e seu funcionamento.

Figura 05 — Esquema representativo dos tipos de biossensores: Biorrecpetores,
analitos, transdutores e aplicacoes.
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Fonte: Prépria autora (2022).

Esta biotecnologia surge no campo da toxicologia alimentar para revolucionar
0s métodos de avaliagdo das micotoxinas, em especial a AFB1. Ou seja, técnicas
simples, robustas, de baixo custo e de facil utilizacdo (BUENO, D. et al., 2015; COSTA
et al., 2017).

2.4.1 Tipos De Biorrecepetores
Os biodispositivos podem ser classificados de acordo com seus transdutores

ou de acordo com os componentes de bioreconhecimento, temos 0s seguintes

potenciais elementos a serem usados em biossistemas:

2.4.1.1 Enzimas
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Relacionados com o acoplamento de enzimas na superficie, para garantir
seletividade e sensibilidade (SAAD CALIL; ROBERTO QUEIROZ DA SILVA, [s.d.]).
As enzimas cataliticas sdo muito atraentes por causa da variedade de produtos de
reacdo mensuraveis decorrentes da reacao, que incluem prétons, elétrons, luz e calor.
A enzima glucose oxidase (GOx) foi usada por Muthuchamy (2018) e acoplada ao uso
de nanoparticulas obteve uma excelente acuracia e estabilidade para a plataforma
(Muthuchamy et al, 2018). Como também, por exemplo, 0s biossensores de
bioluminescéncia sdo caracterizados pela utilizacéo de certas enzimas com habilidade
de emitir fétons como um subproduto de suas reacdes (LIU, D. et al., 2020; SAAD
CALIL; ROBERTO QUEIROZ DA SILVA, [s.d.]). Ademais, como mostrado no estudo
de Azri F, et al (2017) um imunossensor eletroquimico com LOD de 0,1 pg.mL-1 e
aplicado para analise dos seguintes alimentos: grdos de milho, graos de soja e torta
de dendé. Sendo este biodispositivo baseado na andlise da enzima peroxidase, pois

ela avalia o anticorpo secundario adsorvido na superficie (AZRI F, et al, 2017).

2.4.1.2 Acidos Nucleicos E Aptameros

Utilizando-se da especificidade e seletividade existente da reagdao dos
oligonucleotideos (DNA, RNA e aptameros), denominada de hibridizacdo (CHAUHAN
et al., 2016). Sao utilizados para detec¢cdes na escala de pico molar e aplicaveis para
deteccdo de céanceres ou ions. Os aptameros tém ganhado notoriedade como
componente de reconhecimento (SANTANA OLIVEIRA et al., 2019). S&o definidos
como sequéncias curtas de acidos nucléicos capazes de se ligar a varias moléculas-
alvo com alta afinidade e especificidade produzidos sinteticamente (SAAD CALIL;
ROBERTO QUEIROZ DA SILVA, [s.d.]; SANTANA OLIVEIRA et al.,, 2019). Um
exemplo deste biodispositivo foi produzido por Abnuos et al (2017) com o LOD de 2
pg.mg?! baseado em aptameros, para amostras de soro humano e suco de uva com
AFBL1.

2.4.1.3 Anticorpos

Ao ser imobilizado na superficie de qualquer sensor um antigeno/anticorpo ele
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€ denominado de imunossensor (SANTANA OLIVEIRA et al., 2019). A biointeracéo
ocorrida neste meio é tida por meio da formacéao do imunocomplexo (LIU, D. et al.,
2020). A especificidade deste dispositivo € gracas a quimica do sitio de
reconhecimento (antigeno/anticorpo). Contudo, essa metodologia tem alguns desafios
para manter a bioatividade das moléculas aderidas na superficie e garantir
sensibilidade ao sistema transdutor (SANTOS AVELINO, DOS et al., 2018). Na figura
06 € possivel observar as partes que compdem o anticorpo. A proposta deste tipo de
biossensor € obter alta seletividade e sensibilidade. Eles sdo uma técnica mais
simples, sem passos muito laboriosos, utilizam menor quantidade de amostras e de
reagentes, oposto do que fora apresentado sobre as metodologias classicas de
deteccdo (EVTUGYN et al., 2018b). A producédo destas biomoléculas se da pelas
células B, compostas por glicoproteinas que formam uma cadeia leve e outra pesada.
Estudos recentes de Ben Abdallah, et al (2019) desenvolvimento de um imunossensor
eletroquimico com faixa de deteccéo linear de 50 fg.mL? a 5 ng.mL! para a producéo

deste dispositivo.

Figura 06 — Esquema representativo da estrutura de um anticorpo e em destaque o

sitio de ligagdo com antigeno.
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Fonte: Prépria autora (2022).
2.5. MODIFICACAO DE SUPERFICIE PARA CONSTRUCAO DE IMUNOSSENSORES

A biofuncionalizacdo da superficie de qualquer biodispositivo proposto € a
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chave para a confec¢do de uma plataforma automontada seletiva, estavel e sensivel.
Para este fim, diferentes metodologias sdo empregadas para a eficiente adsorcéo das
camadas propostas, mas principalmente da camada responsavel pelo
bioreconhecimento (JANEGITZ, MARCOLINO JR e FATIBELLO-FILHO, 2007).

2.5.1 Monocamada De Cisteina

Na composicdo dos biodispositivos podem ser aplicadas as camadas
automontadas para uma boa ligacdo com a superficie e consequentemente a
montagem do biodispositivo. Elas sdo conhecidas como monocamadas automontadas
(SAMs) capazes de controlarem a interface organico-inorganico, pois fornecem de
maneira simples e robusta um filme orgénico predefinido, estavel em substratos
inorganicos e ultrafinos (GANJI, 2009; JONES et al., 2004).

Essas camadas de revestimento biocompativel podem ser aplicadas por
exemplo em implantes, engenharia de tecidos e nos biossensores. E provavel que a
conformacao das camadas por SAMs auxilie para evitar maior lixiviagdo ou arraste
das estruturas presentes da superficie, principalmente de biodispositivos (GANJI,
2009; JONES et al., 2004).

A cisteina (Cys) € um aminoacido versatil pois seu grupo tiol garante uma
ligacdo ibnica com a superficie do metal (Au), de caracteristica semi covalente, este
componente é uma das principais escolhas para producdo de plataformas
nanoestruturadas (GANJI, 2009; JONES et al., 2004).

Um aminodacido ndo essencial participa da regulacdo génica/ proteinas e da
estrutura celular (GANJI, 2009). E quimicamente composta por um grupo sulfidrila, um
grupo amina e um grupo carboxila. Esta composi¢éo fornece sitios favoraveis para a
utiizacdo desta Cys seja para SAMs como também para funcionalizacdo de
nanoestruturas (JONES et al., 2004).

Como mostrado por COSTA et al., 2017 com sua plataforma para deteccao de
AFB1 em milho, foi utilizado a cys para fazer ligacdo covalente com a superficie do
eletrodo de Au formando uma SAMs. Neste trabalho € mostrado o papel da cys como
ancora para o acoplamento das demais camadas que compunham o dispositivo
(COSTA et al., 2017).

Ja o trabalho desenvolvido por OLIVEIRA et al., 2011 mostra um biossensor

eletroquimico para lipopolissacarideo bacteriano (LPS), nele foi feita a funcionalizacéo
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da nanoparticula (Nps) para a formagdo de um compésito de L-cisteina-ouro
(AuNpCys). Desta forma foi evidenciada outra aplicabilidade da cys sendo usada na
funcionalizacdo de uma nanoparticula para interface de eletrodo, imobilizado por

interacao eletrostatica.

2.5.2 Nanoparticulas Metélicas

Atualmente o0s nanomateriais estdo integrando o desenvolvimento das
plataformas biossensoras tornando-as mais eficientes gragas as suas caracteristicas
Unicas. Ademais, estes materiais em escala nanométrica sdo aplicados com sucesso
como solventes, seja para extracdo ou preparo de amostras. Em decorréncia disso,
eles também foram usados na area de biodispositivos, tornando-os mais eficientes
pois aumentam a superficie de contato para adesdo de moléculas. Principalmente
devido aos nanomateriais possuirem caracteristicas Unicas, aplicaveis a nivel
transdutor e biorreceptor, que estdo sendo empregadas e desenvolvidas ao longo dos
anos (KAILASA et al., 2019; XUE et al., 2019).

Dentre os nanomateriais, as nanoparticulas metélicas (MNPS) tém ganhado
notoriedade, pois suas caracteristicas: alta capacidade de transferéncia de elétrons,
facil de controlar tamanho e formato, grande area de contato e metodologias simples
para funcionalizagdo. Além disso, para 0s imunossensores elas promovem uma
superficie biocompativel e capazes de auxiliar na estabilizacdo dos anticorpos, além
de uma 6tima cinética de elétrons resultando em um sinal amplificado para analise da
molécula alvo (KAILASA et al., 2019; XUE et al., 2019).

As MNPS podem ser desenvolvidas baseadas em diversos nanomateriais
dentre eles as NPs de ouro (AuNPs) destacam-se desde a descoberta desses
nanomateriais gracas as suas Otimas caracteristicas cataliticas, magnéticas, Opticas
e eletroquimicas, provaram ser ferramentas poderosas na aplicagdo de
nanodispositivos. De maneira geral a MNPS podem, dependendo de sua composicéao,
auxiliar com uma sensibilidade de deteccdo dos métodos de analise atinja o nivel
nanomolar, que é um limite de deteccdo muito menor do que o método de andlise
tradicional (MALHOTRA, Bansi D. et al., 2014; XUE et al., 2019).

Como também na familia das MNPs destaca-se as nanoparticulas de 6xido de
zinco, devido as caracteristicas gerais anteriormente mencionadas. Seu baixo custo e

sua alta capacidade de transferéncia de elétrons que a nivel pratico transforma o
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biodispositivo com uma maior sensibilidade. Sua simplicidade para se obter particulas
funcionalizadas também atraem diversas pesquisas na area como por exemplo os
nanodispositivos desenvolvidos por BATISTA; OLIVEIRA, D. E., [2008.]; SIMAO et al.,
2020.

2.6. TECNICAS PARA ANALISE DE AFB1

A construcao de qualquer biodispositivo ou sensor eletroquimico perpassa por
trés etapas primordiais: preparacdo, caracterizacdo e validacdo (testes), para
avaliacdo em amostras. As duas primeiras citadas estao intrinsecamente ligadas, visto
gue a caracterizagao € realizada em varias etapas para o desenvolvimento do sensor,
ou seja, € avaliado apos adicao de cada camada modificadora. Esta caracterizacao
pode ser realizada por diversas técnicas nao eletroquimicas e eletroquimicas (BRETT,
2022; STUPIN et al., 2021).

2.6.1 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria € uma técnica eletroanalitica classificada como dindmica. A sua
analise, na célula eletroquimica, ocorre em fungdo de uma diferenga de potencial
(ddp), por meio dela é gerada uma corrente elétrica. Esta técnica eletroquimica se
baseia em fendmenos que ocorrem na interface eletrodo de trabalho e solugao
eletrolitica adjacente a ele. Desta maneira, os dados séo extraidos através da medicao
da magnitude da corrente elétrica, area de pico (GRIESHABER et al., 2008;
PACHECO et al., 2013).

As células eletroquimicas na voltametria podem ser compostas por dois ou trés,
até mesmo quatro eletrodos(PACHECO et al., 2013). Neste trabalho, utilizamos a
célula eletroguimica de 3 eletrodos, pois pode levar a melhor estabilidade nas
mensuracdes. A tensdo gerada ocorre entre eletrodo de trabalho e o de referéncia,
obtendo-se a corrente resultante entre o eletrodo auxiliar e o de trabalho no qual os
dados do analito séo obtidos pela medicdo desta corrente (GRIESHABER et al., 2008;
PACHECO et al., 2013).

O principal parametro ajustado nas analises voltamétricas € o potencial (E), é

medido com base na corrente resultante, logo:
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Li=f(E)

Esse registro de corrente € denominado de voltamograma e sua magnitude
pode ser relacionada com a quantidade de analito presente na superficie do
biossensor. Por isso, existe a necessidade de conhecer o analito e observar se é
capaz de sofrer alteracdes redox no potencial escolhido (GRIESHABER et al., 2008;
PACHECO et al., 2013).

A VC trata-se de uma técnica amperométrica (GRIESHABER et al., 2008). Por
existir diversas formas de causar uma variacdo de potencial, também existem
diferentes formas de voltametria. Por exemplo, a voltametria ciclica (Fig. 07), uma das
formas mais utilizadas e pratica para obter informagcdes sobre o potencial redox e as
cinéticas de reacdo eletroquimicas. Analogicamente a velocidade de varredura de
solugBes de analitos pode influenciar a VC. Essa taxa ou velocidade de varredura é
um fator fundamental, pois sua duragcao deve fornecer tempo suficiente para permitir
gue uma reacdo quimica significativa ocorra (GRIESHABER et al., 2008; PACHECO
et al., 2013).

FIGURA 07 — Representacdo esquematica de um voltamograma ciclico
correspondente ao desenvolvimento de uma reacédo redox faradaica. (1) Correcao de
oxidac&o que determina o limite positivo de trabalho do eletrodo; (2) correcao de

reducdo que determina o limite negativo de trabalho do eletrodo.
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Fonte: Prépria autora, 2022.

O tipo de voltamograma produzido depende do tipo de mecanismo redox que o

composto em questao sofre no eletrodo, tornando a voltametria ciclica uma ferramenta
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valiosa para estudos de mecanismos. A VC é capaz de proporcionar uma leitura de
pontos de oxidacdo e reducao por meio de uma varredura que inicia e termina no
mesmo lugar (GRIESHABER et al., 2008).

2.6.2 Espectroscopia De Impedancia Eletroquimica (EIE)

O grafico de Nyquist (Fig. 08) € usado para a determinacéo da interacédo entre
biomoléculas, comportamento de adsorcgéo e propriedades interfaciais entre o eletrodo
e a solucéo eletrolitica. O principio desta técnica € aplicar um sinal elétrico alternado
de pequena amplitude, capaz de gerar uma perturbacéo por meio de uma variacdo de
frequéncia. Uma corrente alternada (ddp), quando é aplicada a esses elementos, a
corrente resultante é obtida pela lei de Ohm. Entéo, a resposta do eletrodo € obtida
medindo o deslocamento de fase dos componentes de corrente e tensao e pelas
medicoes de suas amplitudes (RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015; STUPIN et al.,
2021).

Figura 08 — Esquema representativo do grafico da resposta idealizada Nyquist (A) e
circuito equivalente do tipo Randles (B).
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Fonte: Prépria autora (2022).

O grafico de Nyquist, figura 08, € um grafico paramétrico de duas funcgdes,

diagrama de Bode e gréfico de cole-cole, com o para@metro sendo a frequéncia. Na
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imagem 08 é possivel observar o semicirculo formado, dele sdo dois parametros sao
obtidos da andlise: RCT que é a medida do diametro e a frequéncia de relaxacao
caracteristica, fc, obtida no valor maximo do semicirculo. Em baixas frequéncias,
regido apos o semicirculo, a impedancia é caracterizada por processos de transporte
de massa por difusdo (CARVALHO, DE; ANDRADE, A. R. DE; BUENO, P. R., 2006;
STUPIN et al., 2021).

Por meio deste grafico, € possivel se obter através de modelos matematicos ou
circuitos equivalentes os valores experimentais dessa reacdo eletroquimica. Sendo
usado, por algumas pessoas dos estudos com biodispositivos, o circuito equivalente
de Randles. Pois foi observado que ele se assemelha ao processo ocorrido na célula
eletroquimica quando submetida a compostos biolégicos e em sistemas
eletroquimicos € possivel mensurar a quantidade adsorvida na superficie sem
promover a destruicdo de moléculas(CARVALHO, DE; ANDRADE, A. R. DE; BUENO,
P. R., 2006; RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015; STUPIN et al., 2021).

EIE pode ser interpretada como uma resisténcia ou obstrucao a passagem de
corrente elétrica. Esta resisténcia é advinda das estruturas das moléculas e da carga
do eletrodo (CARVALHO, DE; ANDRADE, A. R. DE; BUENO, P. R., 2006; RIBEIRO;
SOUZA; ABRANTES, 2015). Este circuito, figura 8 B, é constituido pelos seguintes
componentes: resisténcia da solucdo (Rs), capacitancia de camada dupla (Cdl),
resisténcia a transferéncia de carga (RCT) e impedancia de Warburg (ZW) como pode
ser observado nos estudos de RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015; TEIXEIRA et al.,
2014.

Nos biossistemas pautados em anticorpos, ela é uma técnica fundamental para
ajudar no melhoramento da transferéncia de elétrons e na deteccdo desta
biointeracdo, antigeno-anticorpo. Por fim, esta técnica possui diversas vantagens
como baixo custo, rapidez, sensibilidade aumentada e facilidade de instrumentacao
(COSTA et al., 2017; GRIESHABER et al.Y. et al., 2008).

2.6.3 Microscopia De Forca Atdmica (AFM)

E uma técnica morfomeétrica, utilizada para se obter imagens bi/ tridimensionais
das variagBes que ocorrem nas superficies. Neste trabalho esta técnica foi aplicada
para os biodispositivos que quando submetidos a diferentes camadas. Para obtencéo

de imagens de alta resolucéo topogréficas, € empregada uma sonda constituida de
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uma fina ponteira ligada a um cantileiver, sendo este capaz de fazer o mapeamento
da superficie do eletrodo. Entéo, é aplicado neste aparelho de microscopia o principio
da deflexdo que consiste nas respostas das interacdes atbmicas entre ponteira e
substrato, utilizando o cantilever para transduzir as perturbacdes geradas
(FERREIRA; YAMANAKA, 2006; GIESSIBL, 2003).

A base de funcionamento do AFM, e também seus componentes basicos, &
uma varredura na superficie por uma ponta piramidal (ponteira) interligada a um
cantilever flexivel. Para ser possivel alcancar a resolucédo atdbmica, a ponta tem que
terminar em um conjunto de atomos. A forca de deflexdo € proporcional a interacéo.
Esta varredura na superficie € capaz de gerar diferentes tipos de variacfes
topograficas como a formacédo de picos e vales. Por sua vez, elas sdo captadas no
computador e obtendo-se as imagens (FERREIRA; YAMANAKA, 2006; TARARAM et
al., 2015).

Conforme mostrado na Figura 09, a técnica do AFM pode ser operada em trés
modos diferentes: contato, ndo-contato e contato intermitente. Na pesquisa de
biodispositivos pode ser aplicado o modo ndo contato visando mensuracdo da
superficie sem o arraste das estruturas ali formadas (FERREIRA; YAMANAKA, 2006;
TARARAM et al.,, 2015). Como mostrado nos estudos de COSTA et al.,, 2017,
SANTOS AVELINO, DOS et al., 2018; SIMAO et al., 2020. Neles s&o apresentados

estudos para varios biodispositivos e 0 uso de diferentes receptores para deteccao.

Figura 09 — Representacdo esquematica dos modos de operacdo em AFM: (a) modo
contato, (b) modo n&o-contato e (c) modo intermitente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar eletroquimicamente via EIE do Anticorpo (Anti-AFLA-B1) e
NPsZnO para o desenvolver um imunossensor para deteccdo de aflatoxina Bl e

aplicacdo em analise de alimentos.

3.1.1 Objetivos Especificos

e Determinar parametros fisico-quimicos com uso de NPszZnO, Anti-AFB1 e da
interacdo com Cys;

e Estudar a linearidade de resposta dos biosistemas Cys-NPsZnO e Cys-
NPsZnO-AntiAFB1 frente a diferentes concentracdes da aflatoxina B1 por meio
da EIE;

e Avaliar o sistema sensor Cys-NPsZnO-AntiAFB1 frente a ocratoxina A como
controle negativo;

e Avaliacdo da reprodutibilidade do sistema;

e Caracterizar a topografia das superficies modificadas por meio de Microscopia
de Forca Atbmica (AFM);

e Determinacdo da capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl) e da resisténcia
a transferéncia de carga (RCT);

e Avaliar a estabilidade da plataforma em diferentes situacoes;

e Avaliar o sistema sensor frente ao alimento, farinha de aveia, contaminado com

aflatoxina B1.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

N-hidroxisuccinimida (NHS), 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbodiimida
(EDC), cisteina (Cys), oxido de zinco, anticorpo monoclonal (Anti-AFB1), Aflatoxina
B1, APTES, metanol, Ocratoxina A (OCRA) (controle negativo) foram obtidos da
Sigma/Aldrich, solugdo de HNOg3 e farinha de aveia obtida do mercado local .

4.2  MODIFICACAO DA SUPERFICIE DA NANOPARTICULA DE OXIDO DE ZINCO

A obtencdo da nanoparticula modificada com NH: foi de acordo com a
metodologia de (GRASSET et al., 2003; SANTOS AVELINO, DOS et al., 2018).
Primeiro, 1,5 gramas da NpsZno foi disperso em 50 ml de agua deionizada, com o pH
ajustado para 6,5, através do uso da solucdo de HNOs (2M) e posteriormente foi
colocado em banho ultrassénico por 10 min para formacdo de uma mistura
homogénea. Apds esta etapa foi acrescido 1 mL de APTES na solucdo e deixou-se
em agitacdo por 24h. Subsequentemente, o excesso de APTES foi removido por
lavagem com alcool e acetona (trés vezes cada). O po filtrado foi seco a 60° C e depois
armazenado a temperatura ambiente. Antes do uso, a hanoparticula (NpsZnO 1 mg.
mL?) foi ressuspendida em metanol e colocado no banho ultrassénico para se obter

uma mistura homogénea.

4.3  DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NANOESTRUTURADO CYS_NPSZNO_ANTI-AFB1

Como mostrado na figura 10, o eletrodo de ouro foi polido com alumina 0,5m e
exposto ao banho ultrassénico por 1 min em agua deionizada, e posteriormente seco.
Posteriormente, foi adicionando a superficie do eletrodo 4 uL de Cys [50 MM] por 10
min. Apdés a adicdo deste composto, foram adicionados por 10 min os agentes
ativadores, dos grupos carboxilicos, EDC [0,4 M] e NHS [0,8M] na proporgéo 1:1. Em
seguida, foram imobilizadas as NPsZnO funcionalizadas com grupos amino por 5 min.
Apés a obtencdo do eletrodo modificado com Cys-NPsZnO, este sistema foi

submetido a incubacéo, via adsorcdo fisica, com o anticorpo anti-aflatoxina Bl
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(AntiAFB1). E por fim, foi avaliado frente a diferentes concentra¢cbes de AFLA B1 e do
controle negativo OCRA. Todos os estudos foram conduzidos em triplicata a

temperatura ambiente e caracterizados pela VC e EIE.

Figura 10 — Esquema representativo da montagem do biossensor.
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Fonte: Prépria autora (2022).

4.4  DETECCAO DE AFB1 EM AMOSTRA DE FARINHA DE AVEIA

A amostra alimentar contaminada foi obtida de acordo com o procedimento de
AMMIDA et al, 2004. Aliquotas (5 g) de po de farinha de aveia foram enriquecidas com
AFB1 em diferentes concentracdes de 1 pg.mL* a 1 ng.mL! e misturadas em vortex
por 1 min na velocidade maxima. Em seguida, 25 mL do solvente de extracdo metanol
foi adicionado, e misturado com um agitador rotativo por 15 min a 100 rpm.min-1. As
amostras foram entdo centrifugadas a 4000 rpm por 5 min, e 1 mL do sobrenadante
foi entdo diluido com PBS (1:10, v/v) e usado para a deteccdo de AFB1 por técnicas

eletroquimicas.

4.5 MEDIDAS DE IMPEDANCIA E VOLTAMETRIA ELETROQUIMICA

Os experimentos de EIE foram realizados em um potenciostato/galvanostato
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Autolab PGSTAT 128N numa célula convencional de trés eletrodos. O eletrodo de
trabalho utilizado foi o eletrodo de ouro biomodificado, o eletrodo de platina foi usado
como contra eletrodo e o de referéncia foi o Ag/AgCI saturado com KCI. As medidas
de impedancia eletroquimica foram realizadas em uma solugéo de ferro-ferricianeto
de potassio numa faixa de frequéncia entre 100 mHz a 100 KHz com um potencial de
amplitude alternada de 10 mV (OLIVEIRA et al., 2008). Anélises de VC foram varridas
na faixa de potencial entre -0,2 e +0,7 V com velocidade de varredura de 50 mV - s
(COSTA et al, 2017).

4.6  SIMULACAO Do CIRCUITO EQUIVALENTE DE RANDLES DAS ANALISES DE EIE

Os graficos de impedancia eletroquimica (graficos de Nyquist) foram
submetidos a analise de dados através do programa NOVA (COSTA et al, 2017), com
0 objetivo de explorar o comportamento interfacial do sistema Cys-NPsZnO-AntiAFB1-
AFLA/OCRA.

4.7  MiCcROScoPIA DE FORCA ATOMICA

O estudo topogréfico das etapas de montagem da plataforma sensora foram
realizados através de um microscopio de forga atbmica SPM-9500 (Shimadzu, Japéo)
em modo ndo-contato. A resolucéo lateral foi definida em 512 x 512 pixels em uma
area de varredura de 5 x 5 um. Por fim, as imagens foram processadas e analisadas
utilizando o Software Gwyddion (NECAS et al, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA

A técnica AFM foi utilizada para avaliar a morfologia do filme Cys-NPsZnO-
AntiAFB1 e o reconhecimento de AFB1 isolada e em amostra alimentar. A Fig. 12
contém as superficies modificadas evidenciado pelo aumento na altura média da
topografia do sistema sensor. Na Figura 12a esta o filme de Cys depositado, com
altura maxima de 58 nm e a presenca de picos e vales bem definidos. Trabalhos
anteriores de Costa et al 2017 e Siméo et al 2020, revelaram a formacao de um filme
denso de Cys, o que permite um melhor acoplamento das demais camadas. A Figura
12b mostra a plataforma com adicdo das NPsZnO e do biorreceptor, caracterizada
por uma maior homogeneidade estrutural com altura maxima de 105 nm. Apos o
blogueio dos sitios ndo funcionais com moléculas de BSA, a superficie do biossensor
apto para deteccao da aflatoxina € apresentada na Figura 12c. Foi observado que ha
formacé&o de cumes globulares devido as caracteristicas da proteina BSA e 0 aumento
da resposta por meio da variagcdo de rugosidade de 105 nm para 0,43 um. O
reconhecimento de toxina pelo anticorpo AntiAFB1 é mostrado nas Fig. 12d-e. O
sistema Cys-NPsZnO-AntiAFB1-BSA mostrou boa interacdo tanto com a toxina
isolada (altura média de 0,60 p) quanto no alimento contaminado (altura média de
0,52 n) em comparacdo com a toxina inespecifica (Fig. 12f). A diferenca observada
nos dados de altura é atribuida a especificidade do anticorpo a toxina especifica
(Singh et al., 2021).

Figura 12 — Imagens AFM das etapas de modificacéo: Cys (a), Cys-NpsZnO-
AntiAFB1 (b), Cys-NpsZnO- AntiAFB1-BSA (c), Cys-NPsZnO-AntiAFB1-BSA-Afla B1
(d) Cys-NPsZnO-AntiAFB1-BSA-Aveia (e) e Cys-NPsZnO-AntiAFB1-BSA-OCRA(f).
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5.2  CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

A caracterizacdo eletroquimica do biossensor anti-AFB1 foi examinada com
espectros EIE e voltamogramas VC (Fig.13). Todas essas analises ocorreram através
sonda redox ferro-ferricianeto de potassio ([Fe (CN) 6]*74"), para garantir uma
excelente troca eletrolitica do sistema.

A Figura 13 A mostra os graficos de Nyquist no qual o diametro do semicirculo
formado corresponde ao RCT, podendo ser utilizado para mensurar as interagdes que
ocorreram entre as superficies do eletrodo de trabalho e solugéo eletrolitica. Enquanto
sua parte linear € caracteristica do processo de difusdo que ocorre na superficie do
eletrodo. Apos modificacdo do eletrodo de ouro com a camada de cisteina houve um
aumento no RCT de 195 Q para 1573 kQ (Fig. 13 A). Esta resposta € reflexo do
processo de adsorcao guiado pelo grupo tiol do aminoéacido cisteina, o que afeta a
transferéncia de elétrons entre a interface eletrodo-solucdo (DEMIRBAKAN;
SEZGINTURK, 2017). Em adicdo, verifica-se que apds ativagdo dos grupos
carboxilicos das moléculas de Cys com EDC-NHS, houve uma imobiliza¢géo adequada
das NPszZnO, processo este refletido pelo incremento na condutividade do sistema
(Liu et al., 2020; Siméo et al., 2020). A deposicdo das NpsZnO é mostrada pela
reducdo do RCT, com valor de 146 Q. Isso se deve principalmente as caracteristicas
condutoras dos sistemas nanoparticulados. Sendo assim, ela é capaz de aumentar a
janela de resposta do sistema, como também ser biocompativel e proporciona
elevacdo de area superficial que possibilita maior imobilizacdo da proteina de
interesse (JAYAPRAKASAN et al., 2018; SIMAO et al., 2020; XUE et al., 2019).

Para a ancoragem do biorreceptor, anti-AFB1, foi estabelecida uma adsorcao
fisica como mostrado no trabalho de Oliveira et al., 2008. Ele é apresentado por um
aumento do RCT, de 332 Q, e do didmetro do semicirculo. Isso ocorre devido as
caracteristicas isolantes intrinsecas da proteina, como relatado por Kumar et al
(2019). Na etapa final do processo de imobilizacéo a superficie foi tratada com 0 BSA
para bloquear os sitios ativos remanescentes. Foi verificado um aumento do sinal nos
espectros de impedancia no valor de 480Q). Os dados extraidos do circuito elétrico
equivalente foram obtidos a partir da Fig. 13 A e 14 B podem ser visualizados na
Tabela 03.

A Fig. 13 B mostra o voltamograma ciclicos dos picos de oxida¢ao/reducéo do

par redox e o processo de montagem do sensor. Nela € mostrada a gradual mudanca
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de respostas nos anddicos (Ipa) e picos catédicos (Ipc) formados, sendo mais evidente
as variacbes na regido anddica (Ipa). O eletrodo de ouro limpo apresentou
comportamento redox reversivel caracteristico de um sistema limitado por difuséo.
Uma diminui¢do dos picos na corrente é obtida apds a adicdo da camada de Cys na
superficie. A presenca ZnONps aumenta a resposta amperométrica total do sistema
corroborando com os dados impedimétricos, assim como as respostas para Anti-AFB1
e BSA.

Figura 13 — Espectros de Impedancia(A) e Voltamogramas ciclicos (B) para cada

etapa de montagem do biodispositivo elucidado.
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Tabela 03 — Montagem e bioatividade da plataforma nanoestruturada. Valores dos elementos do circuito equivalente a partir dos

resultados de impedancia ajustados. As analises foram realizadas em triplicata.

Modificacao eletrodica Tempo de CPE (uMho) n Rer (KQ) Rs (Q) Zw (UMho)
guimissorgao
Eletrodo de ouro - 3,73x0,1 0,789+ 0 0,195 = 0,057 470+ 0 613 + 2,08
Cys 15 min 1,35+ 0,03 0.888 0 1,573 £ 0,152 467 £ 0 649 + 2
Cys-NPsZnO 5 min 6,63 + 1,42 0,693+0 0,146 + 0,0035 3791 741 + 1,53
Cys-NPsZnO-Anti-Afla 45 min 3,24 +£0,74 | 0,737 £0,03 0,332 £ 0,010 420+ 6 659+ 25
B1
Cys-NPsZnO-Anti-Afla 10 seg 1,93+0,14 | 0,804 £0,01 0,480 = 0,007 433 +1,73 658 + 2
B1-BSA
Aflal mg.mL? 30 min 2,11+1,26 0,795+0,1 0,633+0,11 0,416 + 0,04 0,738 + 0,07
Afla2 mg.mL? 30 min 1,11+ 0,24 | 0,863 £ 0,03 0,676 = 0,14 0,432 + 0,03 0,732 £ 0,07
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Afla5 mg.mL™* 30 min 1,56 + 0,45 | 0,825+ 0,05 0,566 + 0,01 0,407 +0 0,759 £ 0,05
Afla 10 mg.mL? 30 min 1,41+0,35 | 0,876 +£0,03 0,607 £ 0,09 0,409 +0,03 | 0,781 +0,04
Afla 50 mg.mL"! 30 min 1,02+0,23 | 0,862 +0,21 1,016 + 0,39 0,442 +0,02 | 0,703 +£0,04
Afla 100 mg.mL™? 30 min 1,38 + 0,28 1,1414 + 0,934 £ 0,47 0,429 +0,01 | 0,795+0,02

0,43
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5.3 BIOATIVIDADE DO SISTEMA

Dada a montagem e otimizacdo da plataforma imunossensora proposta, foi
realizado o estudo frente a diferentes concentragdes de toxina pura (1 pg/mL™*- 100
pug/mLt) em um tempo de incubacdo de 30 min. Pode-se observar, por meio da Fig.
14 que o sistema sensor foi responsivo a toxina AFB1, processo este refletido pelo
aumento do diametro do semicirculo proporcional ao incremento da concentracao
(Fig. 14 B). Comportamento similar foi evidenciado nos voltamogramas ciclicos (Fig.
14 A) através da diminuicdo das ipa e ipc. Na Fig. 14 D é possivel observar o circuito
equivalente de Randles usado para a realizacdo dos ajustes dos gréaficos de
impedancia para extracdo dos elementos elétricos dos dados experimentais do EIE.
Ademais, este circuito € composto por: resisténcia da solucéo (Rs), capacitancia de
dupla camada elétrica (Cdl) e impedancia de Warburg (W) (RIBEIRO et al., 2015). A
partir do RCT extraido do circuito foi construida uma curva de calibracdo da resposta
do imunossensor anti-AFB1 (Fig. 14 C). Os dados extraidos do circuito elétrico
equivalente foram obtidos a partir da Fig. 13 A e 14 B podem ser visualizados na
Tabela 03.

A Fig. 14 C mostra a relagdo linear do ARCT% e a concentragéo da toxina
AFBL1. A relacdo foi obtida a partir da equacéo:

RCT (AFB1)—RCT (Anti—AFB1)
RCT (Anti—AFB1)

2.ARCT%=( )x1oo

Onde o RCT (Anti-AFB1) € o de toda a plataforma (Cys-NpsZnO-AntiAFB1-
BSA), jA o RCT (AFB1) é referente as mudancas de RCT ap0s a incubagdo com
amostras de AFB1. De acordo com Costa et al., 2017; Ma et al., 2016; Singh et al.,
2021 é esperado um aumento do RCT proporcional a maior concentracdo de toxina
adsorvida na superficie do biodispositivo. Logo, como foi visto na figura 14 C uma alta
correlacdo entre os dados do sensor e a concentragdo do analito alvo demonstrado
pelo R?de 0,99 e LOD 0,8085 pg.mL™?.



48

Figura 14 — Voltamogramas ciclicos (A) e Espectros de impedancia (B) apés

exposicao do imunossensor a diferentes concentracdes de AFB1 (1, 2, 5, 10, 50 e
100 pg.mL-1). Curva de calibrag&o obtida usando os valores de A RCT% (C).

Circuito equivalente de Randles usado no Fit (D).
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5.4 DEeTeEcCAO DE AFB1 EM FARINHA DE AVEIA

Os resultados das andlises do sistema sensor com

a farinha de aveia

contaminada por AFB1 sdo mostrados na Figura 15 A e B e na Tabela 04. Estes

resultados foram obtidos com base no processo de biointeragdo do sistema com
concentracbes de AFB1 (1 pg.mL* a 500 pg.mL). Sendo observadas mudancas no

RCT e nas respostas eletroquimicas do biossensor de maneira linear a correlacéo

entre o analito alvo e a plataforma. Esta tendéncia foi refletida no gréfico da Fig. 15 C

baseado no calculo do ARCT%. Este grafico evidenciou uma excelente acuracia para

esta plataforma, dado seu coeficiente de correlagdo R? de 0,99 e seu LOD 0,8085
pg.mL1. O célculo de LOD foi obtido a partir da formula:
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3.330.s?
Nesta expressédo, 0 s é o slope, o grau de inclinagéo da curva e ¢ é o desvio padrao
do branco (n = 3). Este valor de LOD foi similar ao encontrado por Costa et al., 2017
(LOD = 0,79 pg.mL-1).

Figura 15 — Voltamogramas ciclicos (A) e Espectros de Impedancia (B) para cada
etapa de testagem do sistema Cys-NPsZnO-Anti-AflaB1 para diferentes
concentracdes de farinha de aveia contaminada com AFB1. RCT relativo (C) frente a
diferentes concentracdes de alimento contaminado.
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Tabela 04 — Simulacéo tedrica dos resultados de espectroscopia de impedéancia para
o0 estudo de resposta do biossensor a diferentes concentracdes de AFLA B1 no
alimento contaminado.

o Tempo de
Modificagao o .
o guimissor¢gd |CPE (uMho) n Rer(Q) Rs(Q) Zyw (UMho)
eletrodica
0
Sensor - 1,93+0,14 0,804+0,01  480,33+7 433+1,73 658 + 2
Afla 1 pg/mL™* 30 min 1.97+0,41 0.803+0,03 | 598 £13,78 463+12,5 661 +4,5
Afla 10 pg/mL™* 30 min 1,35+0,11 0,85+0 658,7+0,6 458 +1,15 659 +1
. 421,34 +
Afla 100 pg/mL™* 30 min 1,35+0,03 0,876+0 798,67 2,52 0.57 724,33 +2,08
. 366,3 +
Afla 250 pg/mL™* 30 min 134+0,02 | 08340 840,66x4,5 0.57 658,33 £2,3
Afla 500 pg/mL™* \30 min 1,23+0,02 | 0,843x0 906 + 3,78 361+0 689 + 2,08

55 ESTABILIDADE, REPRODUTIBILIDADE E SELETIVIDADE DA CAMADA SENSORA: CYs-
NPsZNO-ANTIAFB1-BSA

A seletividade da plataforma corresponde a capacidade do biossensor de
detectar apenas a aflatoxina B1l, seja em amostras alimentares ou pura. Neste
trabalho, a especificidade foi avaliada aplicando-se a ocratoxina como controle
negativo, como mostrado na Figura 16 A, em preto. Em verde esta a resposta do
biossensor para o analito AFB1 e em vermelho observa-se a variagdo do ARCT% para
a amostra de farinha de aveia contaminada com AFBL1.

Por meio desta avaliacéo foi possivel verificar a capacidade do sistema sensor
de detectar AFB1 em alimento contaminado, além disso, mostra-se seletivo por ndo
interagir com outro tipo de toxina. Por fim, o biodispositivo foi submetido a diferentes
velocidades de varredura (50mV/s a 150mV/s) e 3 leituras consecutivas de EIE, a fim
de ser avaliado sua reversibilidade e estabilidade eletroquimica. De acordo com 0s
estudos de Kumar et al., 2019 e Singh et al., 2021 é observado que a medida que
aumenta-se a velocidade de varredura ha um incremento nos valores de Ipa e Ipc.
Desta forma, evidencia- se a reversibilidade redox por meio dos estudos de VC (Fig.
16 B) e estabilidade por meio da EIE (Fig 16 C).



A)

C)
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Figura 16 — Investigacao da seletividade (A) da plataforma anti-AFB1 para OCRA (2
ug.mLY), farinha de aveia (1 pg.mLt) e AFB1 (2 ug.mL™). Voltamogramas ciclicos
(B) e espectros de impedancia (C) para o estudo da estabilidade da plataforma Cys-

ZnONps-Anti-Afla B1-BSA.
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6. CONCLUSAO

A plataforma CYS/NPszZnO/AntiFB1/BSA foi projetada com éxito para a
deteccao sensivel da Aflatoxina e sua caracterizagédo eletroquimica foi realizada por
meio das técnicas de VC e EIE. O sistema de bioanalise apresentou uma variacao de
resposta linear, para analises de toxina pura e com alimento contaminado, entre 1
pg.mLt a 100 pg.mL*. Além disso, o biodispositivo obteve a deteccdo de baixas
concentracGes de toxina em alimentos contaminados (1 pg.mL™). Desta forma, é
possivel observar um sensor sensivel e seletivo para a detec¢cdo de AFB1. Em vista
disso, o nanodispositivo imunossensor impedimétrico mostra-se como uma plataforma
inovadora simples, de baixo custo e com possibilidade de uso em campo, sendo

promissora para estudos de toxicologia alimentar.
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