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RESUMO

As micotoxinas (MTXs), sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies
de fungos, como fungos do género Aspergillus e Penicillium. A biodeteccdo de AFB1
possui importancia para a saude publica, devido aos efeitos que ocasiona na saude
humana, além de apresentar ocorréncia em boa parte dos géneros alimenticios. Dessa
forma, novos métodos de deteccdo sdo de interesse por possibilitarem uma avaliacédo
rapida e precisa dos contaminantes de alimentos com destaque para 0S imunossensores.
O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um biodispositivo
nanoestruturado para biodeteccdo eletroquimica da AFB1 baseado em camadas
automontadas de cisteina (cys) e nanoparticulas de 6xido de zinco (NPsZnO). As técnicas
de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram utilizadas para
o desenvolvimento do imunossensor. Inicialmente, as NPsZnO foram aminadas para
propiciar ancoragem na superficie eletrddica e posterior imobilizacdo do anticorpo anti-
AFB1(anti-AFB1). A superficie do eletrodo foi modificada com Cys e subsequente
ativacdo de grupos carboxi-terminais com N-hidroxisuccinimida (NHS) e 1-etil-3-(3-
dimetilamino-propil) carbodiimida (EDC). Em seguida, as NPsZnO aminadas foram
adicionadas na monocamada auto-organizada de Cys e, posteriormente, moléculas de
anti-AFB1 foram quimicamente ligadas. Variacfes das correntes de pico anddicas e
catddicas e na resisténcia de transferéncia de carga foram avaliadas apos cada etapa de
modificagdo para obtencdo do biossensor. Assim, uma plataforma sensora
(Cys/NPsznO/anti-AFB1) foi obtida com efetividade para detectar AFB1. O sensor
proposto mostrou sensibilidade e especificidade para as moléculas de AFBL1.

Palavras-chave: Imunossensor, Aflatoxina B1, Micotoxinas e Eletroquimica.
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ABSTRACT

Mycotoxins (MTXs), are secondary metabolites produced by some species of fungi, such
as Aspergillus and Penicillium. The biodetection of AFB1 has importance for public
health, due to its effects on human health, in addition to its occurrence in most foodstuffs.
Thus, new detection methods are of interest because they allow a fast and accurate
evaluation of food contaminants with emphasis on immunosensors. The present work
aimed at the development of a nanostructured bio-device for AFB1 electrochemical
biodetection based on self-assembled layers of cysteine (cys) and zinc oxide nanoparticles
(NPsznQ). Cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy techniques
were used for the development of the immunosensor. Initially, the NPsZnO were
amininated to provide anchorage on the electrodic surface and subsequent immobilization
of the anti-AFB1(anti-AFB1) antibody. The electrode surface was modified with Cys and
subsequent activation of carboxy-terminal groups with N-hydroxysuccinimide (NHS)
and 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimide (EDC). Next, the amino NPsZnO
were added to the self-organized monolayer of Cys and, later, anti-AFB1 molecules were
chemically bound. Variations in the anodic and cathodic peak currents and load transfer
resistance were evaluated after each modification step to obtain the biosensor. Thus, a
sensing platform (Cys/NPsZnO/anti-AFB1) was effectively obtained to detect AFB1. The
proposed sensor showed sensitivity and specificity for AFB1 molecules.

Keywords: Immunosensor, Aflatoxin B1, Mycotoxins and Electrochemistry.

1 INTRODUCAO

O termo micotoxina é usado para designar um grupo de compostos altamente
toxicos, produzidos por alguns fungos ou leveduras (Bennett & Klich, 2003), se
desenvolvem condicdes de campo, transporte ou durante o periodo de armazenamento
dos alimentos (Fink-gremmels, 2008), sendo prejudiciais a saiude humana; estas podem
causar doencgas ou morte quando ingeridas pelo homem. As micotoxinas (MTXs) mais
proeminentes sdo da familia das aflatoxinas, e o interesse no estudo das MTXs presentes
em alimentos e ragBes advem do interesse em garantir a saude humana (Wild & Gong,
2019).

A aflatoxina B1 (AFB1) é a mais tdxica das aflatoxinas, causando uma variedade
de efeitos adversos e, em alguns casos, podem ser letais, apresentam propriedades
carcinogeénica, teratogénica, mutagénicas e imunossupressoras (Anklam et al., 2002).

O uso de imunoensaios tornou-se uma eficiente ferramenta analitica na analise de
MTXs em alimentos, destacando-se 0s ensaios imunoenziméatico (ELISA), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia de massa, dentre outras
(GONZALEZ-OSNAYA et, al., 2008), no entanto, a demanda de reagentes com elevado
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grau de pureza destinado a andlise cromatografica e o alto custo da instrumentagéo e
manutencdo impossibilita uma anélise rapida e de baixo custo (Khan et. al., 2009).

Em adicdo, h& a necessidade de se aplicar novas ferramentas analiticas para o
desenvolvimento de biossensores para MTXs, como a AFB1, e 0s imunossensores
demonstram ser Uteis para a deteccdo, por fazerem uso de interacdes especificas entre um
anticorpo e um antigeno. Estas interagdes sdo de natureza ndo covalente, porém fortes,
apresentando como propriedades o favorecimento de um diagnoéstico sensivel, precoce e
confiavel, visando a diminuicdo de gastos com a saude publica e tratamento
medicamentoso, melhorando a qualidade de vida do paciente, possibilitando a geracéo de
um novo produto comercial voltado para o diagnéstico (Hosu et al., 2018).

A associacdo de 6xidos de metais como a nanoparticulas de 6xido de zinco
(NpsZnO) aos biossensores se destaca em biossensores, uma vez que, as NpsZnO
apresentam caracteristicas semicondutoras, uma elevada razdo superficial, alta eficiéncia
catalitica e ndo toxicidade (Khan et al., 2016).

Os métodos eletroanaliticos, tais como voltametria ciclica (VC) e espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE) fazem uso de propriedades elétricas mensuraveis
(potencial, carga e corrente) e podem ser utilizadas para o estudo da interacdo entre
biomoléculas e plataformas nanoestruturadas (Wang et al., 2013).

Portanto, o presente trabalho tem por objeto a exposicdo de resultados
preliminares da construcao de um sistema imunossensor para deteccdo de Aflatoxina B1,
baseado na utilizacdo de nanoestruturas, e os dados obtidos através de técnicas

eletroanaliticas.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

A ocratoxina A (Aspergillus ochraceus), aflatoxina B1, imunoglobulina para
AFB1, N-hidroxisuccinimida (NHS), hidrocloreto de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), soro albumina bovina (BSA), nanoparticulas de

oxido de zinco, a imunoglobulina para AFB1 e as micotoxinas foram obtidos da Sigma.

2.2 MODIFICACAO DA SUPERFICIE DO ELETRODO
O eletrodo de ouro foi polido com alumina 0,5mm 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 30 min a temperatura
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ambiente para a automontagem da Cys. Posteriormente, o eletrodo modificado com Cys
foi imerso numa solucéo aquosa de 0.4M de EDC e 0.1M de NHS numa proporgéo de 1:1
(Safina et al., 2008). Em seguida, o eletrodo foi modificado com NPsZnO e reagido com
EDC:NHS para a ligagéo

do MAD. Apss a obtencdo do eletrodo modificado com Cys-NPsZnO-MADb
(Figura 1), este sistema foi submetido a incuba¢do com as micotoxinas de interesse
(Siméo et al., 2016).

Figura 1- Esquema das etapas de modificacdo da superficie do eletrodo de ouro para obtencao do sistema
Cys-NPsZnO-MAD.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados obtidos na caracterizacdo de EIS estdo representados na forma de um
diagrama de Nyquist e foram ajustados utilizando o software NOVA. As curvas obtidas
demonstram o comportamento eletroquimico do eletrodo limpo e apds a adi¢do das
camadas de Cys, NPsZnO, Anticorpo e avalia¢do do analito-alvo. A analise do eletrodo

limpo reflete 0 comportamento caracteristico de um sistema limitado por difuséo.
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Figura 2- Grafico de Voltametria Ciclica do processo de montagem do sensor e de avaliacdo da

bioatividade.
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Apos a adicdo de Cys verifica-se uma redugdo na magnitude das correntes de pico
anodica e catddica. A caracteristica condutora das NPsZnO foi revelada pelo aumento da
condutividade da superficie eletroquimica. Apds a imobilizacdo do anticorpo foi
evidenciada a manutencdo da bioatividade do sistema refletida pela queda da resposta

eletroquimica devido a formacéo do complexo anticorpo-Aflatoxina.

Figura 3 - Gréfico de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica do processo de montagem do sensor e
de avaliagdo da bioatividade.
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Na figura 3 podemos observar que analise impedimétrica corrobora com o0s
resultados obtidos via VC. A EIE é considerada padrdo ouro para sistemas biossensores.
E possivel observar um aumento do didmetro do semicirculo quando o sistema foi exposto
a solucdo de Afla B1. Este processo reflete o bioreconhecimento representado pelo
aumento da resisténcia de transferéncia de carga propiciado pelo bloqueio da passagem

de elétrons na superficie do eletrodo de ouro.

4 CONCLUSAO

O sensor desenvolvido foi capaz de interagir com aflatoxina B1 e demonstra ser
bastante util na avaliacdo de alimentos contaminados e consequente prevencdo de
micotoxicoses. A associacdo com as NPsZnO melhora o desempenho analitico na
superficie do transdutor, pois permite a um melhor transito de elétrons nas SAMs e
favorecem a adsorcdo das biomoléculas na superficie eletroquimica. Portanto, o sistema
desenvolvido demonstrou que o anticorpo imobilizado manteve sua bioatividade, e € uma

nova alternativa para deteccédo de AFBL1.
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