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RESUMO

Muitas espécies de fungos pertencentes ao género Aspergillus sp. sdo capazes de
contaminar e produzir micotoxinas em graos e cereais, sendo responsdveis por doengas em
animais € humanos. As espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sdo produtoras
das aflatoxinas, que t€ém recebido grande atencdo, devido a seus efeitos toxicos no organismo
como carcinogenicidade e mutagenicidade. Dentre os diversos tipos de aflatoxinas, destaca-se
a aflatoxina Bj, devido a alta potencialidade toxica. Vdrias técnicas tém sido aplicadas na
deteccdo desta toxina e o desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos tem sido uma
alternativa, devido a simplicidade, especificidade e alta sensibilidade. Superficies metélicas de
ouro, como CD-Rs de ouro (Au-CDtrodos), tém sido amplamente utilizadas como
transdutores para a constru¢do de imunossensores, devido a capacidade de imobilizar
moléculas bioldgicas na presengca ou auséncia de monocamadas auto-organizadas (‘“‘self-
assembled monolayers” - SAM).

O presente trabalho relata o desenvolvimento de imunossensores, amperométrico e
impedimétrico, para detec¢do de aflatoxina B; em alimentos empregando CDtrodos de ouro.
As etapas de constru¢do dos imunossensores incluem as modificacdes do transdutor de ouro
com p-aminotiofenol (p-ATP), proteina A ou 4cido lipdico, seguido da imobilizacdo do
anticorpo anti-AFB; e imunoensaios com o antigeno (AFB;).

Empregando técnicas eletroquimicas (espectroscopia de impedancia eletroquimica e
voltametria ciclica) definiu-se que a SAM de 4cido lipdico ativada com EDC/NHS foi o
modificador que apresentou maior eficiéncia para a imobilizacdo do anticorpo anti-AFB,;. A
partir de estudos quimiométricos, por meio do planejamento fatorial completo, definiram-se
as melhores condi¢des para o desenvolvimento do imunossensor: anticorpo anti-AFB; na
diluicdo 1:2000 e bloqueio da superficie com soroalbumina bovina 0,5%, ambos com
incubacdo de 1 hora e imunorreagdo anticorpo-antigeno AFB; durante 30 minutos. O
imunossensor impedimétrico foi empregado na andlise de amostras de amendoim,
apresentando resultados satisfatorios.

Estudos preliminares para o desenvolvimento do imunossensor amperométrico foram
realizados estudando-se diferentes dilui¢des do anticorpo conjugado com a enzima peroxidase
(HRP). O monitoramento foi realizado juntamente com o H,O; e o 4cido 5-aminossalicilico

(5-ASA), substrato e mediador da rea¢do enzimadtica, respectivamente.



ABSTRACT

Many fungi species belonging to the genus Aspergillus sp. are able to infect and
produce mycotoxins in grains and cereals, they are responsible for diseases in animals and
humans. Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus are producers of aflatoxina, which
have received great attention, due to toxic effects on the organism, such as carcinogenicity
and mutagenicity. Among the different types of aflatoxins, aflatoxina B, stands out due to
high toxic potential. Several techniques have been applied in the detection of this toxin and
the development of electrochemical immunosensors has been an option due to simplicity,
specificity and high sensitivity. Metallic surfaces of gold, as gold CD-R (Au-CDtrodes), have
been widely used as transducers for construction of immunosensors, due to the ability to
immobilize biological molecules in presence or absence of self-assembled monolayers
(SAM).

This work describes the development of immunosensors, amperometric and
impedimetric, for aflatoxin B; detection in foods using gold CDtrodes. The construction steps
of the immunosensors include modifications of the gold transducer with p-aminothiophenol
(p-ATP), protein A or lipoic acid, followed by anti-AFB; immobilization and immunoassays
with antigen (AFB)).

Employing electrochemical techniques (electrochemical impedance spectroscopy and
cyclic voltammetry) was defined that the lipoic acid SAM activated with EDC/NHS was the
modifier with the highest efficiency for the anti-AFB; antibody immobilization. Using
chemometric studies, through the full factorial design, was defined the best conditions for the
immunosensor development: anti-AFB1 antibody at 1:2000 dilution and surface blocking
with 0.5% bovine serum albumin, both with incubation 1 hour and antibody- AFB,; antigen
immunoreaction for 30 minutes. The impedimetric immunosensor was employed to analyze
peanut samples with satisfactory results.

Preliminary studies for the development of amperometric immunosensor were
performed by studying different dilutions of antibody conjugated with peroxidase (HRP)
dilution. The monitoring was conducted with H,O, and 5-aminosalicylic acid (5-ASA),

substrate and mediator of the enzymatic reaction, respectively.
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1. INTRODUCAO

Os fungos estao amplamente distribuidos na natureza, onde sio capazes de contaminar
e crescer em muitos tipos de alimentos, por apresentarem nutrientes como carboidratos,
proteinas e lipideos, que constituem um substrato adequado para o desenvolvimento de
microrganismos'. Geralmente a presenca dos fungos é acompanhada por altera¢des na textura,
odor e sabor dos alimentos contaminados, devido a presenca de enzimas e compostos volateis
eliminados pelo fungo. Em alguns casos, essas mudangas sdo desejdveis, como na utilizagdo
das cepas ndo-toxicas de Penicillium roqueforti para a producdo de queijo de mofo azul. No
entanto, na maioria das vezes, a contamina¢do fungica leva a deterioracdo dos alimentos,
como alteracdo do sabor, descoloragio, podriddo e desintegracio da estrutura do alimento”.

Fungos micotoxinogénicos desempenham um papel importante na deterioracdo da
qualidade comercial e a higiene dos géneros alimenticios, por sintetizar metabodlitos
secunddrios altamente toxicos conhecidos como micotoxinas. Dentre esses fungos,
Aspergillus, Fusarium e Penicillium sp. sdo os mais presentes na cultura alimentar, pois
podem contaminar no campo, na colheita, apés a colheita e durante o armazenamento’. Seis
classes de micotoxinas sdo frequentemente encontradas como contaminantes de alimentos:
aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, patulina, tricotecenos e zearalenona”.

O Aspergilli é um género amplo e diversificado de fungos filamentosos”. Os dois
principais fungos pertencentes a esse género sdo o Aspergillus flavus e o Aspergillus
parasiticus, que secretam aflatoxinas®. A Figura 1 apresenta uma micrografia do fungo A.

flavus’.

Figura 1. Imagem de microscopia do fungo Aspergillus flavus.

Estes fungos podem crescer e produzir metabdlicos téxicos, contaminando uma ampla
- 8 . ~
gama de produtos agricolas’. Na figura 2 sdo apresentadas as estruturas moleculares das

quatro aflatoxinas que ocorrem naturalmente (B, By, G; e G) e os dois bioprodutos (M; e
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M;), que sdo metabolizados e excretados no leite pelos animais que consumiram alimentos

. .9
contaminados por aflatoxinas’.

OCHs
M,

G,

Figura 2. Estruturas das aflatoxinas: aflatoxina B; (AFB,), B, (AFB,), G, (AFG,), G, (AFG,),
M, (AFM)) e M, (AFM,).

O nome “aflatoxina” € derivado da primeira letra de Aspergillus e das trés primeiras
letras de flavus. Estruturalmente, as aflatoxinas sdo derivados difurocumarinos que
apresentam fluorescéncia sob luz ultravioleta e sdo classificadas de acordo com a cor da
fluorescéncia: By e B, para a cor azul (“blue”) e G; e G, para a verde (“‘green”). Ja as
aflatoxinas M, e M, recebem essa nomenclatura por serem encontradas no leite (“milk”)lo.

As aflatoxinas foram descobertas no inicio da década de 60, apds o acidente
econdmico ocorrido na Inglaterra, onde, em poucas semanas, cem mil filhotes de perus e
outros milhares de filhotes de outros tipos de aves morreram de forma misteriosa.
Inicialmente atribuiram as mortes devido a “Doenca X do peru”, descobrindo-se
posteriormente que os animais sofreram de uma hepatite aguda necrosante apds a ingestdo de
racdo 2 base de amendoim contaminado'’.

Os principais produtos alimenticios sujeitos a contaminacdo com aflatoxinas sdo:
amendoim (cru, torrado, creme, em doce e confeitado), milho (pipoca, canjica e graos), trigo,
arroz, castanha do Pard, nozes, aveld, castanha de caju, améndoas, pistache, frutas secas,
temperos, semente de algoddo, mandioca, O6leos vegetais, cacau, entre outros que,
normalmente, sio utilizados na composicdo de alimentos e racdes'>. Estas toxinas também

podem ser encontradas nos tecidos comestiveis de animais, como figado e misculo'’.
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A incidéncia de aflatoxinas em alimentos e racdes € relativamente alta em regides
tropicais e subtropicais, onde o clima quente e imido proporciona as condicdes ideais para o
crescimento dos fungos'®. Por isso, o Brasil apresenta condicdes ideais para o
desenvolvimento desses fungos. O fungo do género Aspergillus sp. se desenvolve em
temperatura que varia de 25 a 30 °C, mas tolera temperaturas na faixa de 12 a 45 °C, e
umidade relativa entre 83 e 85%". Além disso, ainda é observado no pafs a utilizacio de
praticas agricolas inadequadas de plantio, colheita, secagem, transporte e armazenamento de
cereais e grios, originando produtos trincados e quebrados que favorecem a entrada e a
contaminagio de fungos toxigénicos'®.

Algumas praticas no plantio e armazenamento dos alimentos agricolas podem
diminuir, ou até mesmo evitar, a produgdo de aflatoxinas. Como exemplos destas praticas
podem-se citar: a rotacdo de culturas a fim de repor a matéria orgéanica no solo, aumentando o
crescimento de microorganismos que tém efeitos inibitorios sobre o A. flavus; planejar a
época de plantio para que a colheita coincida com a estacdo seca; evitar danos mecanicos
durante a colheita; colher apenas alimentos maduros, pois a infec¢@o fliingica € mais propensa
a ocorrer em graos enrugados e rachados; e controlar a temperatura e umidade durante a
estocagem'’.

O cuidado para prevenir a contaminacdo de alimentos com as aflatoxinas ¢é
imprescindivel para a saude, pois a exposicdo por inalagdo ou ingestdo desta toxina pode
ocasionar sérios problemas a saide, que variam consideravelmente dependendo das espécies
animais, doses, dieta, idade e sexo'®. As aflatoxinas apresentam ampla atividade bioldgica,
como toxidade aguda, teratogenicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade.

As aflatoxinas reagem com os componentes celulares, incluindo os dcidos nucléicos,
as organelas citoplasmaéticas e as proteinas celulares, onde interrompe o processo celular
normal®. Apés a ingestdo, por serem moléculas de baixo peso molecular e lipofilicas, estas
toxinas sdo facilmente absorvidas pelo o intestino delgado, principalmente no duodeno. Na
mucosa do trato gastrointestinal, as aflatoxinas sdo biotransformadas e os principais produtos
que interagem com as proteinas da mucosa gastrointestinal sdo o 8,9-epdxido, o diidrodiol e a
aflatoxina B,,. As aflatoxinas seguem entdo para o figado, onde sdo concentradas devido a
alta permeabilidade da membrana do hepatdcito a essas toxinas e ao processo de
biotransformacdo pelas enzimas presentes na fracdo citosol e microssémica da célula
hepatica. O produto reativo, 8,9-ep6xido, pode se ligar tanto ao DNA como a albumina sérica,
formando adutos de aflatoxina-N7-guanina e aflatoxina-N7-lisina, respectivamente. As

ligacbes covalentes dos adutos no DNA sdo consideradas um passo critico na
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hepatocarcinogénese das aflatoxinas. Posteriormente, os produtos de biotransformacdo sdo
conjugados com o glutation, 4cido glicurdnico e sulfatos. A eliminacao das aflatoxinas e seus
produtos do organismo ocorre primeiramente pela secregdo biliar (~58%), seguida pela urina
(~35%). Em lactentes e animais em lactacdo, uma fra¢do considerdvel € eliminada pelo leite
na forma de aflatoxina M,*'**,

Os efeitos agudos sdo essencialmente observados na estrutura e funcionalidade do
figado, incluindo necrose das células hepdtica, hemorragia, lesdes, fibrose e cirrose.
Adicionalmente, encefalopatia hepatica, imunossupressao, infec¢des respiratdrias, hemorragia
gastrointestinal, anorexia, mal-estar e febre t€ém sido observados. A exposi¢do cronica a
aflatoxinas leva muitas vezes ao cancro do figado, assim como carcinomas de outros Orgaos
(rim, pulmdo, cdélon e do sistema nervoso). A aflatoxina B; € o mais potente
hepatocarcinégeno descrito em mamiferos e € classificada no Grupo 1 (provdvel carcinégeno)
pela IARC (“International Agency of Research on Cancer”)™.

Por apresentar-se potencialmente perigosa para a saide publica e por constituir um
grave problema econdmico para a agricultura, ¢ de suma importancia a criacdo de legislacdes
que limitem seus niveis mdximos nos alimentos. No Brasil, durante muitos anos as aflatoxinas
foram as Unicas micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos eram previstos na legislacdo.
Mas, no dia 22 de fevereiro de 2011, foram publicados no Diario Oficial da Unido os limites
maximos tolerados (LMT) para outras micotoxinas em alimentos, como ocratoxina A (OTA),
desoxinivalenol (DON), fumonisinas (FB; + FB,), patulina (PAT) e zearalenona (ZON). A
Tabela 1 apresenta os valores atuais dos limites méaximos tolerados para aflatoxina em
diversos alimentos".

Virios métodos para a deteccdo da aflatoxina B; t€m sido investigados, entre eles
cromatografia de camada delgada (CCD)*, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)*
e ensaio imunoenzimético (ELISA — “enzyme-linked immunosorbent assay”)*’. No entanto, a
maior parte destes processos demanda muito tempo de andlise, ¢ muito propensa a acao de
interferentes e pode ndo ser confidvel para algumas amostras alimenticias e bioldgicas. Por
isso, os imunossensores eletroquimicos demonstram ser uma alternativa vidvel na andlise
devido a deteccdo répida, sensibilidade, alta especificidade, muitas vezes apresentam
simplicidade no desenvolvimento e custo reduzido®®.

Um imunossensor € definido como um dispositivo sensorial constituido por um
anticorpo (ou antigeno) acoplado a superficie de um transdutor, que converte o sinal bioldgico

em um sinal elétrico mensuravel®.
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Tabela 1. Limites maximos tolerados de aflatoxina em alimentos segundo portaria da ANVISA
publicada em 22/02/2011.

Micotoxina Alimentos LM’Iil
(ngkg?)

Leite fluido 0,5

Aflatoxina M, | Leite em pd 5
Queijos 2,5
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados 5
Feijao 5
Castanhas, exceto Castanha-do-Brasil 10
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-Brasil com casca para processamento posterior 15
Alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil 1

Aflatoxinas | Férmulas infantis para lactantes e férmulas infantis de seguimento para |

Bi+B>+G+G, | lactantes e criancas de primeira infincia
Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Especiarias como pimentas, pimenta em pd pimenta caiena, pimentao- 20
doce, pimenta branca, pimenta preta, noz moscada, gengibre, circuma
Amendoim (com casca, descascado, cru ou torrado), pasta de amendoim 20
ou manteiga de amendoim
Milho, milho em grdo (inteiro, partido, amassado, moido), farinhas ou 10
sémolas de milho

Nestes ultimos anos, o desenvolvimento de imunossensores tem se mostrado vantajoso
dentre os métodos de detec¢do de aflatoxinas. Jin et al.*® desenvolveram um imunossensor
piezelétrico do tipo competitivo indireto para a deteccdo de aflatoxina B; com nanoparticulas
de ouro para amplificar a resposta do anticorpo secundario. Um imunossensor impedimétrico
baseado na tecnologia dos eletrodos impressos de grafite (“screen-printed electrode” - SPE)
também foi estudado para detectar e quantificar aflatoxina M; em amostras de leite’'. A
literatura registra outro trabalho empregando eletrodos impressos de grafite para a andlise de
aflatoxina M; em leite utilizando imunoensaio do tipo competitivo entre a aflatoxina M;
presente na amostra e a aflatoxina M; conjugada com a enzima peroxidase (HRP), com
monitoramento amperométrico da reacao enzimadtica via tetrametilbenzidina (TMB)/H2023 2,

Para obter um imunossensor que apresente sensibilidade e estabilidade, os anticorpos
devem estar imobilizados sobre o transdutor e manter sua atividade bioldgica sobre o
transdutor’. As interacdes do anticorpo com o antigeno sdo geralmente interacdes de van der
Waals que ocorrem nos epitopos (por¢des F,,) do anticorpo, mas a maioria das interacdes

antigeno-anticorpo contém pelo menos uma ligacdo de hidrogénio®. A imobilizagio do
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anticorpo na superficie do transdutor deve ocorrer pela porcao F. para manter as por¢des Fp
livre para tais interacdes. A representacdo da estrutura de um anticorpo € representada na

Figura 3.

N Cadeia Leve

Cadeia
Pesada

N© Fab
Figura 3. Representacdo do anticorpo e suas regioes.

Para isso existem alguns procedimentos empregados que unem ambas as
caracteristicas, como a imobilizacdo de anticorpos sobre a proteina A* ou empregando
monocamadas auto-organizadas (‘“‘self-assembled monolayers” - SAM) sobre a superficie do
eletrodo™.

Para a constru¢do de uma superficie com anticorpos imobilizados de forma ordenada e
orientada, a proteina A € bastante empregada como ponte para a ligacao transdutor-anticorpo.
A proteina A é um componente da parede celular das bactérias Staphylococcus aureus e tem
como caracteristica ligar-se com a por¢do F. do anticorpo, permitindo que a por¢cdo F,, fique
livre para interagir com o antigeno. Portanto, a imobiliza¢do do anticorpo sobre a proteina A
propicia imunoreagdes altamente eficientes e melhora o desempenho do sistema de
detecgﬁo37’38.

As monocamadas auto-organizadas recentemente t€ém se tornado muito utilizada no
desenvolvimento de biossensores, nanotecnologia e eletronicos biomoleculares devido a sua
simplicidade, versatilidade, estabilidade e possibilidade de produzir, em escala molecular,
estruturas altamente ordenadas™. A estrutura da SAM consiste na interacdo de uma camada
de moléculas organicas altamente organizadas sobre a superficie do eletrodo e um dos grupos
funcionais da molécula organica selecionada tem a funcdo de proporcionar a imobilizacdo de
materiais biolégicos (e.g. enzimas, proteinas, dcidos nucléicos, anticorpo, etc.) através do
grupo funcional livre da SAM™.

A investigacdo da imobilizacdo de proteinas empregando SAMs é um passo essencial
para a compreensdo do efeito quimico em sua vizinhanca e contribui¢do dos grupos terminais

para o processo de imobilizacdo, devido ao fato de que a imobilizagdo constitui uma
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oportunidade de explorar o ambiente quimico molecular com precisdo. Desta forma, a
tecnologia da SAM € de grande importancia para o desenvolvimento de biosuperficies que
podem ser utilizadas como ferramenta para descoberta de drogas e diagnostico de doengas, no
mapeamento genético e em dispositivos de reconhecimento e em sensores para aplicacdao
ambiental, industrial ou clinica*.

Monocamadas organicas ordenadas de compostos a base de enxofre sobre a superficie
de eletrodos de ouro sdo de grande interesse. O grupo terminal de enxofre destas moléculas €
ligado a superficies de ouro via uma ligacdo S-Au extremamente forte, enquanto que os
grupos funcionais na outra extremidade da molécula controlam as propriedades da superficie
do eletrodo, tais grupos podem ser manipulados de acordo com as mais variadas aplica(;()es42 .
As reacOes abaixo mostram o mecanismo para a formacdo da SAM, empregando moléculas

com grupamento tiol (1) e dissulfeto (2), sobre uma superficie de ouro™®:

R—S—H + Au,’ > R—S'Au*Au,’ + 2 H, (1)
RS—SR + Au,” — RS"Au* Au,’ )

Dentre as moléculas que possuem essas propriedades estdo o p-aminotiofenol

(p—ATP)44 e o dcido lipéico45, cujas estruturas moleculares sdo apresentadas na Figura 4.

H\ / H
O
|
OH
S
’ S—S
(A) (B)

Figura 4. Estrutura do p-aminotiofenol (A) e do 4cido lipdico (B).

O p-ATP apresenta um grupo tiol e um grupo amino livre ligados a um anel aromaético,
que propicia a ressonancia eletronica na molécula. O grupo tiol se liga ao ouro enquanto o
amino interage com o material bioldgico. Ja o acido lipdico apresenta um dissulfeto ciclico,
que pode ser convertido a forma ditiol para ligar-se ao ouro mantendo, na outra extremidade,

um grupo carboxilico livre para a imobilizagao de moléculas bioldgicas.
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Como a SAM com grupamento tiol apresenta forte afinidade com o ouro, trandutores
desses materiais sdo amplamente empregados no desenvolvimento de biossensores.

Os eletrodos convencionais de ouro podem ser substituidos com vantagens,
principalmente na constru¢do de sensores, por substratos metalicos obtidos a partir de discos
compactos gravaveis (CD-R). O processo de deposicdo dos filmes de ouro sobre os CD
gravaveis sdo muito bem estabelecidos pela industria fonogréfica46.

Os CD-Rs de ouro s3o constituidos por uma base de policarbonato acrescida de uma
camada fotossensivel (cianina, ftalocianina ou azo compostos), na qual ocorre o processo de
gravacdo. Sobre este filme € depositada, pelo processo de “sputtering”, uma fina camada de
ouro com espessura variando entre 50 ¢ 100 nm e 4rea total da ordem de 100 cm®, que é
recoberta por um ou dois filmes poliméricos protetores“.

Devido a simplicidade na constru¢do e o baixo custo, estes dispositivos podem ser
empregados nas medidas eletroquimicas e, se necessario, descartados em caso de formacgao de
oxidos na superficie e adsor¢ao irreversivel*®. Esses eletrodos sdo conhecidos como CDtrodos
e tem mostrado desempenho eletroquimico comparavel aos eletrodos de ouro comerciais, a
um custo muito mais reduzido, j4 que com um CD ¢ possivel obter vérios eletrodos”’.

A interagdo molecular que ocorre entre a biomolécula, a monocamada e a superficie
do transdutor pode ser estudada usando uma ampla variedade de técnicas eletroquimicas (por
exemplo, voltametria ciclica, EIS - espectroscopia de impedéncia eletroquimica) e de andlise
de superficie como microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo
(FE-SEM) e microscopia de forca atomica (AFM).

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada para adquirir informagdes
qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica resulta de sua
habilidade de rapidamente fornecer informagdes sobre a termodinamica de processos redox,
da cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre reacdes quimicas
acopladas a processos adsortivos™’.

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica envolve a aplicacdo de uma
perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema sob investigacdo. Este método de
aplicacdo do potencial possibilita que o sistema seja perturbado empregando poucos milivolts,
de forma a tornar possivel a investigacdo de fendmenos eletroquimicos préoximos ao estado de
equilibrio. Além disto, € possivel perturbar o sistema usando diferentes valores de frequéncia,
pois a onda de potencial € senoidal. Uma vez que a perturbag¢do no sistema sob investigacao €
de pequena amplitude é possivel empregar a técnica para a andlise de etapas de um

mecanismo reacional. Na EIS surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da
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aplicagdo de um potencial senoidal ao sistema. Mediante um monitoramento das relacdes
entre o potencial aplicado e a corrente sdo obtidas a impedancia do sistema e o angulo de fase
(defasagem da corrente em relacio ao potencial aplicado)’'. Uma das principais maneiras de
interpretar os resultados de impedancia € a partir do diagrama de Nyquist, que relaciona a
parcela imagindria da impedancia com a parcela real para um determinado intervalo de
frequéncia. Alguns parametros como a resisténcia 6ohmica da solu¢do (Rq) e a resisténcia de
transferéncia de carga (R.) podem ser obtidos através deste diagrama’”, como observado na

Figura 5.

Figura 5. Representacdo de um diagrama de Nyquist com as principais caracteristicas de um diagrama
de impedancia.

Na microscopia eletronica de varredura os sinais de maior interesse para a formacao
da imagem sdo os elétrons secundarios e os retroespalhados. A medida que o feixe de elétrons
primdrios vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo modifica¢des de acordo com as
variagdes da superficie. Os elétrons secundarios fornecem imagem de topografia da superficie
da amostra e sdo os responsdveis pela obtencdo das imagens de alta resolugdo, ja os
retroespalhados fornecem imagem caracteristica de variagdo de composi¢do. Quando essa
técnica se baseia em fontes de emissdo de campo de feixe de elétrons, é chamada de
FE-SEM™.

Para a obtencdo de imagens topogréficas, a partir da microscopia de forca atdmica, é
empregada uma sonda constituida de uma fina ponteira (“tip”’) acoplada a um “cantilever”,
para fazer o rastreamento da superficie da amostra. A deflexdo do “cantilever” € a resposta
das forcas de interagdes atOmicas entre a ponteira e o substrato. A técnica de AFM pode ser
operada em trés modos diferentes: contato, ndo-contato e contato intermitente (“tapping”).
Sendo que no modo contato intermitente a ponta vibrante fica proxima da amostra, de forma

que tenha um contato intermitente e é utilizado para contornar as limitagdes impostas pelo
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modo contato. A comparagdo entre os modos contato e intermitente mostra que as superficies
sdo menos modificadas no modo intermitente™.

Em nosso grupo de pesquisa, algumas metodologias j4 foram desenvolvidas para a
construcdo de sensores eletroquimicos empregando diferentes transdutores, moléculas e

33657 () presente trabalho constitui no desenvolvimento de dois

matrizes bioldgicas
imunossensores para determinacdo de aflatoxina B; em amostras alimenticias, um
impedimétrico e outro amperométrico. Para isso vdrias modificacdes da superficie do
CDtrodo de ouro (Au-CDtrodo) foram analisadas para a imobilizagdo do anticorpo

anti-aflatoxina B; e imunoensaio com o antigeno aflatoxina B.
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2 OBJETIVOS

Desenvolvimento de imunossensores, impedimétrico e amperométrico, para a

deteccao de aflatoxina B; em amostras de alimentos.
Para atingir o objetivo geral deste trabalho, foram realizadas as seguintes etapas:
¢ Construcao de Au-CDtrodos e caracterizagdo das superficies;
¢ Avaliagdo do melhor método para a imobilizagdo do anticorpo anti-AFBy;
e Otimizagdo das condi¢des experimentais para a imobilizacdo do anticorpo anti-AFB;
via planejamento fatorial e realizacdo de imagens de AFM e FE-SEM desta etapa de
modificacgdo;
¢ Estudo das melhores condi¢des da solug@o de soroalbumina bovina (solugao bloqueio)
e do antigeno AFB; via planejamento fatorial e finalizagdo do imunossensor

impedimétrico;

e Otimizagdo das condi¢cdes experimentais para a imobiliza¢do do anticorpo anti-AFB,
conjugado com a enzima peroxidase e monitoramento da reacdo imunoenzimdtica no

sistema H,O,/5-ASA;

e Aplicagdo dos imunossensores em amostras de amendoim.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solucoes

A retirada das camadas protetoras do filme de ouro dos tipos de CD-R (marca Mitsui
Archive Gold CD-R 100, tipos: Arquive, Inkjet e MAM-A) foi realizada empregando acido
nitrico 69-70% (J. T. Baker) e a limpeza eletroquimica dos eletrodos de ouro foi realizada
empregando 4cido sulftirico 95-98% (J. T. Baker).

Para a formacao das diferentes SAMs sobre a superficie de ouro do CDtrodo foram
empregados o p-aminotiofenol (C¢H;NS - Sigma-Aldrich) diluido em etanol anidro
(J. T. Baker) e o acido lipdico (CsH140,S, - Sigma-Aldrich) diluido em etanol:dgua (1:10).

A ativagdo do grupo carboxilico do 4cido lipdico foi realizada através da
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC - Fluka) e N-hidroxi-succinamida (NHS -
Sigma).

As solucdes de proteina A (Sigma-Aldrich), empregada na modificacdo do eletrodo
para a imobilizac@o do anticorpo, e a solucdo de anticorpo (Ac) anti-aflatoxina B; produzido
em coelhos (Sigma-Aldrich, lote 017K4837) foram diluidas em solu¢cdo tampao fosfato
0,01 mol L™ pH 7,4.

ApOs a imobilizagdo do anticorpo, procedeu-se o bloqueio da superficie com solucao
de soroalbumina bovina (BSA - Sigma) diluida em solucdo tampdo fosfato contendo
0,14 mol L' de NaCl, 0,003 mol L™ de KCI e 0,02% de Tween 20 a pH 7,5 (solucdo tampio
PBS-T).

Seguiu-se com a interagdo do anticorpo com o antigeno aflatoxina B; obtida de
Aspergillus flavus (Sigma-Aldrich) e imobilizacdo do anticorpo anti-AFB; conjugado com a
enzima peroxidase (Ac*) produzido em coelhos (Sigma-Aldrich, lote 123K4820). Essas
solugcdes foram solubilizadas na soluc¢ao de bloqueio.

Para as medidas eletroquimicas, a solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 foi
empregada como eletrlito de suporte, juntamente com o par redox Fe(CN)s ™"
1x10° mol L.

O monitoramento amperométrico foi realizado em solucdo-tampao citrato-fosfato
0,1 mol L™ pH 5,0, juntamente com o substrato peréxido de hidrogénio 30% (Sigma) e o
mediador 4cido 5-aminossalicilico (5-ASA - Acros).

Na preparagdo das solu¢Oes-tampao foram empregados fosfato de sédio monobasico e
dibésico e 4cido citrico monohidratado fornecidos pela Sigma. Todas as solug¢des-tampao

foram preparadas conforme “Methods in Enzimology™™®.
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As solugdes citadas foram preparadas empregando-se dgua purificada de qualidade

Milli-Q (p = 18,2 MQ.cm).

3.2 Equipamentos e célula eletroquimica

As imagens topograficas das superficies dos diferentes CDs de ouro sem modificacio
foram obtidas empregando um Microscépio de AFM Ntgra Vita. A técnica foi operada em
modo ndo-contato, utilizando pontas (“cantilvers”) de silicone, com constante de forca de
5,6 (£20%) N m'e frequéncia de ressonancia de 180 (+ 10%) kHz.

As imagens topograficas para as superficies de ouro com o anticorpo anti-AFB;
imobilizado sobre a SAM de 4cido lipdico foram obtidas usando um AFM Agilent
Technologies 5500 Scanning Probe Microscope (Agilent Technologies, Inc., California
Street, EUA), operadas em modo intermitente (“tapping”). Utilizando pontas de fdsforo
dopado com silicio com constante de forca de 20-80 N m™' e frequéncia de ressonincia de
239-341 kHz.

Andlises da superficie do CDtrodo de ouro foram realizadas através de microscopia
eletronica de varredura FE-SEM de alta resolucdo, equipado com fonte de elétrons de emissao
de campo, JEOL JSM 7500F.

As medidas de voltametria ciclica, voltametria de varredura linear e de amperometria a
potencial controlado foram efetuadas em um potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT 302 e um software GPES 3.0 (“General Purpuse Electrochemical System”) para o
tratamento dos dados. Para as medidas de impedancia foi empregado o mesmo
potenciostato/galvanostato conectado a um analisador de resposta de frequéncia (FRA). Uma
célula eletroquimica de compartimento Unico com volume de 5 mL foi utilizada para as
medidas, juntamente com um sistema de trés eletrodos: CDtrodo de ouro (Ageom = 0,071 cm’e
drea ativa de 0,091 cm” pela equacdo de Randles-Sevik’®), AglAgClIKCl,y e fio de platina
(Ageom =4 sz) como eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente.

Empregou-se um pHmetro da marca Digital Gehaka modelo PG 2000, para a obtencio

das medidas de pH.

3.3 Construcao de eletrodos de ouro (CDtrodos)

Foram utilizados discos compactos gravdveis da marca Mitsui Archive Gold CD-R
100 do tipo Arquive contendo filme de ouro. Para a obtencdo de eletrodos metalicos a partir

de CD-R de ouro fez-se necessario o acesso a camada metalica dos mesmos, através da

retirada das camadas protetoras do filme de ouro do CD-R com HNO; concentrado. O 4cido
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nitrico foi adicionado sobre a superficie do CD-R primeiramente nas bordas e depois com
total cobertura da superficie com auxilio de uma pipeta. Apds alguns minutos (5-10 minutos)
de contato com o &cido nitrico ocorreu o total desprendimento das camadas de protecao
composta de duas membranas e a superficie foi lavada abundantemente com 4dgua destilada. A
lavagem foi realizada com auxilio de uma pisseta exercendo forte pressdo. A superficie do
CD-R sem as peliculas protetoras foi cortada com auxilio de uma tesoura tendo o cuidado
para ndo desprender o filme de ouro sobre a base de policarbonato do CD-R. A drea do
eletrodo de trabalho foi pré-definida com a fita adesiva de galvanoplastia (1KFA25 Kapton
tape®) perfurada com um alicate furador e fixada sobre o filme de ouro. Para o contato
elétrico foi utilizada uma 1amina de cobre (fio de cobre laminado e polido com lixa 3M 800)
fixado com uma fita de PTFE (politetrafluoretileno)*’. Cabe ressaltar que os eletrodos sido
descartdveis e foram utilizados em todas as medidas eletroquimicas somente uma vez. Um

esquema das etapas de constru¢do do CDtrodo é apresentado na Figura 6.

—_— — —_—
Corte com tesoura Delimitacdo da Contato elétrico
area
Adigzo de HNOs () ()

concentrado

Figura 6. Confeccdo de CDtrodos: I) 4rea recortada do CD; II) delimitacdo da area do eletrodo
empregando fita de galvanoplastia; III) contato elétrico revestido com fita de teflon.

3.4 Modificacao da superficie de ouro do CDtrodo

Foram estudados trés diferentes compostos para a modificacdo da superficie de ouro
do CD-R: p-ATP, acido lipdico e proteina A. Os dois primeiros compostos, por apresentarem
enxofre em sua estrutura, ligam-se ao Au covalentemente formando a SAM42, conforme
representadas na Figura 7. A proteina A, formada por aminodcidos que apresentam
grupamentos SH em sua estrutura, também interage com a superficie de ouro via ligacdo

covalente.
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Figura 7. Representacdo da superficie de ouro do CDtrodo modificada com p-ATP (A) e com écido
lipdico (B).

3.4.1 Modificacao com p-ATP

Para a modificagdo da superficie com p-ATP, uma camara timida foi desenvolvida
com o objetivo de retardar a evaporacdo do etanol utilizado na diluicio do p-ATP,
empregando-se um recipiente de vidro bem vedado e adicionando-se 150 mL de solucdo
alcodlica 1:1 (etanol/dgua). Uma placa de Petri foi colocada dentro do recipiente contendo a
solucdo alcodlica e, sobre a placa, os CDtrodos de ouro com 50 pLL de p-ATP adicionados na
forma de gota, conforme esquematizada na Figura 8. Foram estudadas diferentes
concentracoes: 1 x 10’3, 2 X 10'3, 1x 10'2, 2 X 10'2, 1x 10"1, 2x 10" mol L! e tempos de
incubacdo: 15, 30, 60 e 120 minutos. Durante todo o periodo de incuba¢do, a cAmara imida
permaneceu a uma temperatura de aproximadamente 7 °C (geladeira). Apds o periodo de
incubacdo, a lavagem do eletrodo foi por imersdo em etanol absoluto, sob leve agitacdo, num

total de 3 vezes de 10 segundos.

Figura 8. Esquema da cimara imida
3.4.2 Modificacio com proteina A

A imobilizacdo da proteina A foi realizada pela adi¢do de 10 pL da solugdo protéica
0,1 mg mL" com incubacdo de 3 horas a temperatura ambiente diretamente sobre a superficie
de trabalho do CDtrodo e sobre a superficie de ouro modificada com SAM de &cido lipdico

ativado com EDC/NHS.
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3.4.3 Modificacao com acido lipdico

Quando o 4cido lipdico foi empregado para a formacdo da SAM sobre a area de
trabalho do CDtrodo, foram adicionados 10 pL da solucdo alcodlica 1:10 (etanol/agua) de
dcido lipSico 1 x 10™ mol L™ com 2 horas de incubacdo a temperatura ambiente’”. ApSs o
periodo de incubacdo, a lavagem do eletrodo foi por imersdo em dgua destilada, sob leve

agitacdo, num total de 3 vezes de 10 segundos.

3.5 Imobilizacao do anticorpo anti-AFB,

A 1imobilizacdo do anticorpo anti-AFB; foi efetuada sobre os trés diferentes
modificadores da superficie de ouro do CDtrodo descrito no item 3.4: p-ATP, proteina A e
acido lipdico.

3.5.1 SAM p-ATP - anticorpo anti-AFB;

Quando o p-ATP foi empregado para a formagcdao da SAM sobre a superficie de ouro
do eletrodo, foram adicionados 10 pL da solucio de anticorpo anti-AFB; com dilui¢ao 1:2000
(0,067 ug uL™") e avaliados diferentes tempos de incubagio: 1, 3, 6, 10, 12 e 18 horas através

da voltametria ciclica e EIS.
3.5.2 Proteina A - anticorpo anti-AFB,

O anticorpo anti-AFB; foi imobilizado somente sobre a proteina A imobilizada
diretamente na superficie de ouro. A imobilizacdo foi realizada através da adicao de 10 pL da
solucdo de anticorpo com diluicao de 1:2000 com tempo de incubagdo de 12 horas e avaliada

através da EIS.
3.5.3 SAM acido lipdico - anticorpo anti-AFB;

Antes da imobilizacdo do anticorpo sobre a SAM de acido lipdico fez-se necessdria a
ativacdo de seu grupo carboxilico através da adicdo de 10 pL da mistura EDC/NHS
0,4 x 10°/0,1 x 10 mol L' com incubagdo de 1h a temperatura ambiente na superficie do
eletrodo modificado®.

A imobiliza¢do do anticorpo anti-AFB; foi realizada pela adicao de 10 uL da solucdo
com diferentes concentracdes e tempos de incubacdo, que foram avaliados através de
planejamento fatorial completo do tipo 2* empregando a técnica de EIS. A Tabela 2 apresenta

os niveis alto e baixo aplicados para as varidveis.
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Tabela 2. Matriz de planejamento fatorial completo de duas varidveis e dois niveis

Variavel Nivel Alto Nivel Baixo
Cac.arB1 / Ng uL’1 0,0067 (1:500) 0,0017 (1:2000)
Tincub. /h 12 1

3.6 Otimizacao da solucao bloqueio e das condicoes para a reacao

imunoenzimatica Ac-Ag

Depois de otimizar a imobilizacdo do anticorpo anti-AFB;, foram analisadas, através
de estudo quimiométrico por meio do planejamento fatorial completo do tipo 2%, as melhores
condi¢des das varidveis: concentracdes de BSA e do antigeno (Ag) AFB; e o tempo de
incubacdo da AFB,; sobre os CDtrodo. A Tabela 3 apresenta os niveis altos e baixos

avaliados.

Tabela 3. Matriz de planejamento fatorial completo de trés varidveis e dois niveis

Variavel Nivel Alto  Nivel Baixo
Cgsa/ % 1,0 0,5
Cagg1 / mol L 1,0x 10”7 1,0x10®

Tineus. AFB; / min 30 15

Posteriormente, foi realizado o estudo do tempo de incubagcdo de BSA empregando os

tempos de 30, 40 e 60 minutos.

3.7 Imobilizacao do anticorpo anti-AFB; conjugado com a enzima HRP

Para o desenvolvimento do imunossensor amperométrico € necessdrio a adicao de um
anticorpo conjugado com a enzima peroxidase (HRP) para o monitoramento da reacgdo
enzimatica via reducdo do mediador. Por essa razao, apds a adi¢do da solucdo de AFB; foi
acrescentado 10 pL da solu¢do do anticorpo anti-AFB; marcado com HRP nas diluicdes de

1:500, 1:2000 e 1:4000 com 1 hora de incubagdo.

3.8 Processo de extracao da AFB; em amostras de amendoim

As aflatoxinas presentes nas amostras de amendoim cru foram extraidas em metanol.
O procedimento de extracdo da toxina® foi realizado como descrito no fluxograma do

Esquema 1.



50 g de amostra
270 mL de metanol
30 mL de KC1 4%

Filtrar

v
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Homogeneizar por 5 min

150 mL filtrado
150 mL CuSOq,
Celite (~ um béquer de 50 mL)

Agitar por 5 min

Filtrar
v
150 mL filtrado
150 mL dgua
1* Parti¢do 2% Particdo
+ 10 mL de + 10 mL de
cloroférmio cloroférmio
\ v
Fase Fase
cloroférmica cloroférmica
Extrato

Evaporacao em

\4

Extrato Seco

Dissolver em
Metanol

v
C Quantificacdo )

banho-maria a 40°C

Esquema 1. Fluxograma da extrag@o da aflatoxina B, em amostras de alimentos.
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3.9 Condicoes empregadas para os estudos voltamétricos

Para a limpeza da superficie, os CDtrodos foram submetidos a um pré-tratamento
voltamétrico de 10 ciclos em acido sulfdrico 0,5 mol L'l, no intervalo de potencial entre
+0,2 e +1,5 V e velocidade de varredura igual a 100 mV s

Para os diferentes estudos de voltametria ciclica, foi utilizado o intervalo de potencial
de —0,4 a +0,7 V em solugdo tampio fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 na presenca e auséncia do par
redox Fe(CN)¢"* 1 x 10° mol L™, com velocidade de varredura de 50 mV s

A voltametria de varredura linear foi empregada para a escolha do potencial de
reducdo a ser aplicado nos estudos amperométricos, em um intervalo de potencial entre
—0,75 e +0,9V em solugio tampio citrato-fosfato 0,1 mol L™ pH 5,0 na presenca e auséncia
de H,O, 3,5 x 10 mol L (substrato enzimatico) e 5-ASA 0,5 x 10 mol L (mediador de

elétrons), com velocidade de varredura de 50 mV st

3.10 Condicoes empregadas para os estudos de EIS

A andlise de impedancia foi realizada em duas diferentes taxas de frequéncias: de
100 kHz a 10 mHz e de 100 kHz a 100 mHz. Foi empregado o potencial de circuito aberto
(Eoc) com 15 minutos de estabilizacdo, amplitude de 10 mV (rms) e 50 pontos/década. As
medidas foram realizadas em solugio tampéo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 contendo o par redox
Fe(CN)e™™ 1 x 10° mol L. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas a temperatura
ambiente e empregando uma gaiola de Faraday. Os experimentos foram realizados em

quadruplicatas.

3.11 Monitoramento amperométrico

O monitoramento da reacdo imunoenzimdtica por técnica amperométrica nas solugdes
de perdéxido de hidrogénio (substrato) e dcido S-aminossalicilico (mediador) na proporcao de
1:7, respectivamente, preparadas em solucdo tampdo citrato-fosfato de sédio 0,1 mol L™

pH 5.0 e incubacdo de 2 minutos™.

3.12 Imagens de microscopia de forca atomica da superficie de ouro do CD-R

3.12.1 Estudo das superficies sem modificacao

Para a caracterizacdo da superficie de ouro sem modificacio via AFM, foram
empregados trés diferentes tipos de CD da marca Mitsui Gold CD-R 100 que apresentam

propriedades diferentes quando submetidos a estudos eletroquimicos. Esta etapa do trabalho
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foi realizada no laboratério do “Biosensors Group” chefiado pelo Prof. Petr Sklddal no
Departamento de Bioquimica da “Masaryk University” em Brno, Republica Tcheca.

Para a andlise das superficies foi necessario o acesso a camada metalica dos CDs,
realizado através da remoc¢do das camadas protetoras com HNO; concentrado, da mesma
maneira realizada na constru¢cdo do CDtrodo de ouro (item 3.3). Apds esta etapa, o CD foi
cortado em pequenos pedacos (aproximadamente 2 x 3 cm) em trés diferentes regides do CD:

borda interna, meio do CD e borda externa, como mostrado na Figura 9.

Figura 9. Esquema das areas cortadas do CD de ouro: Borda Interna (1), Meio do CD (2) e Borda
Externa (3).

A Tabela 4 mostra as propriedades eletroquimicas de cada um dos CDs analisados nas

medidas de AFM.

Tabela 4. Propriedades eletroquimicas dos CD-Rs.

CD Caracteristica eletroquimica
Inkjet Apresenta os melhores resultados eletroquimicos
Arquive  Bons resultados nas medidas impedimétricas e amperométricas

MAM-A Bons resultados apenas nas medidas amperométricas

3.12.2 Estudo das superficies com o anticorpo anti-AFB; imobilizado sobre SAM

Para obter as imagens do anticorpo imobilizado sobre a superficie do CD modificado,
CDtrodos foram construidos e submetidos ao pré-tratamento em H,SO,". Em seguida,
formou-se a SAM de 4cido lipdico e ativou-a com EDC/NHS. Entdo, adicionou-se o
anticorpo anti-AFB; sobre a SAM ativada por 1 hora. Apds a lavagem do eletrodo, a fita de
galvanoplastia foi removida do CDtrodo, mantendo somente a drea de trabalho de 3 mm de

diametro.
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3.13 Imagens de microscopia eletronica de varredura (FE-SEM) da superficie

de ouro do CD-R

A superficie de ouro com o anticorpo imobilizado sobre a SAM de &cido lipdico
ativado empregada para a obtengdo das imagens FE-SEM foi preparada da mesma maneira
como descrito no item 3.12.2. As medidas foram realizadas com diferenga de potencial de 2

kV para a superficie modificada e de 5 kV para a superficie sem modificacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Limpeza da superficie dos CDtrodos de ouro

O CDtrodo foi submetido a ciclagem em solu¢do de Fe(CN)s>™ 1 x 10° mol L e
observou-se que o perfil voltamétrico nao apresentou boa defini¢c@o, pois os picos de oxidagdo
(E =380 mV) e redugdo (E = 10 mV) mostraram-se bem deformados e bastante afastados um
do outro (AE,;c, = 370 mV), conforme mostrado na Figura 10. Esse comportamento pode ser
explicado pela ag@o do 4cido nitrico, que provavelmente leva a formacao de 6xidos de ouro na

superficie do transdutor, dificultando a transferéncia eletronica envolvendo as espécies redox

Fe(CN)s> ™.

10

5_
<«
Z o-
]

-5

0,4 0,2 | 0:0 | 012 | 0,4 0,6
E/Vyvs AglAgCIIKCI

(Sat.)

Figura 10. Voltamograma ciclico do Au-CDtrodo antes de qualquer pré-tratamento, em solugdo
tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 na presenca de Fe(CN),"™ 1 x 10° mol L™ vs
AglAgCIIKCl gy V=50mV s

Para melhorar a reversibilidade na transferéncia de elétrons, o Au-CDtrodo foi
submetido a 10 ciclos sucessivos em 4cido sulfdrico 0,5 mol L' no intervalo de +0,2 a +1,5V
com velocidade de varredura de 100 mV s™', como apresentado na Figura 11. A adsorcdo de
oxigénio sobre eletrodo de ouro ocorre entre +1,2V e +1,6V e a dessor¢do entre +0,8V e
+1,0V®%. Este perfil voltamétrico é um indicativo de que a superficie do eletrodo encontra-se

limpa.
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0.|2 | 014 | 016 | 0.|8 | 110 | 1|.2 | 114 | 1.6
E/Vvs AglAgCIIKCI

(Sat.)

Figura 11. Voltamograma ciclico em solu¢do de H,SO, 0,5 mol L' do Au-CDtrodo vs
AglAgClIKClgy; V=100 mV s™.

Ap6s o pré-tratamento com H,SOy, o eletrodo foi novamente submetido a ciclagem
em solucao de Fe(CN)63'/4‘ 1x10° mol L! (Figura 12) e observou-se que houve uma melhora
significativa no perfil voltamétrico. Obtendo-se um AE,;., de aproximadamente 91 mV, que
mesmo ndo sendo o valor ideal (59,2 mV) para uma reacao reversivel envolvendo um elétron,

€ considerado um valor aceitdvel para os estudos posteriores.

15

10 4

-10

-0,4 -0,2 | 0:0 | 0:2 | 0,4 0,6
E/V ys AglAgCIKCI

(Sat.)

Figura 12. Voltamograma ciclico em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 na presenca de
Fe(CN)63'/4' 1 x 10° mol L™ antes (==) e apds (==) o pré-tratamento do Au-CDtrodo com
H,SO, vs AglAgClIKCly; V =50 mV s
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4.2 Caracterizacao através de AFM da superficie de ouro sem modificacao de

3 diferentes tipos de CD-R

O CD Inkjet apresenta boa uniformidade nas trés diferentes regides do CD, por isso a
Figura 13 apresentada apenas as imagens topograficas da borda externa do CD. Os parametros

obtidos a partir das imagens sdo mostrados na Tabela 5.

A B

Figura 13. Imagens de AFM da superficie de ouro da borda externa do CD Inkjet: (A) 10x10, (B)
imagem em 3D 10x10, (C) 3x3, (D) imagem em 3D 3x3 um’.

Tabela 5. Parametros obtidos através de imagens de AFM para cada regido do CD Inkjet.

CD Inkjet Borda interna Meio Borda externa
Altura / nm 124 +£3 128+3 124 +£5
Trilha / nm 0,51 £ 0,04 0,51 £0,03 0,44 + 0,04
Cavidade / nm 0,21 £ 0,06 0,27 £ 0,02 0,27 £ 0,02
Rugosidade / nm 46,1 49,2 46,3

Como observado na Tabela 5, ndo existe diferenca significativa entre a altura e
espessura das trilhas de gravacdo, assim como na espessura das cavidades entre as trilhas. O

valor da rugosidade também ¢é semelhante em todas as regides. Provavelmente devido a essa
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boa uniformidade da superficie de ouro, este ¢ o CD que apresenta melhor resultados
eletroquimicos.

A Figura 14 mostra as imagens de AFM para a borda interna CD Arquive, enquanto a
Figura 15 apresenta as imagens do meio e borda externa. Os parametros da Tabela 6 foram

obtidos a partir dessas figuras.

i

C D

e

Figura 14. Imagens de AFM da superficie de ouro da borda interna do CD Arquive: (A) 10x10, (B)
imagem em 3D 10x10, (C) 3x3, (D) imagem em 3D 3x3 um’.
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C D
E F

= i =m

Figura 15. Imagens de AFM da superficie de ouro do meio (A-D) e da borda externa (E-H) do CD
Arquive: (A, E) 10x10, (B,F) imagem em 3D 10x10, (C,G) 3x3, (D, H) imagem em 3D
3x3 um’.



49

A Tabela 6 mostra que o CD Arquive tem altura das trilhas e rugosidade semelhante
nas 3 regides do CD, mas apresenta uma grande diferenca entre a espessura das trilhas. A
borda interna das trilhas € mais espessa e apresentam-se mais distantes entre elas quando
comparada as outras regides do CD. A borda externa e o meio do CD tém valores semelhantes
na espessura das trilhas, no entanto a espessura das cavidades da borda interna é
aproximadamente duas vezes maior que a espessura do meio do CD. Provavelmente a

proporcao de 1:2 na repetibilidade das medidas de impedancia que este CD apresenta € devido

a falta de uniformidade da camada metalica do CD.

Tabela 6. Parametros obtidos através de imagens de AFM para cada regido do CD Arquive.

CD Arquive Borda interna Meio Borda externa
Altura / nm 117 £5 114 +£2 123 +8
Trilha / nm 1,0+ 0,1 0,51 +£0,04 0,63 0,05

Cavidade / nm 0,50 + 0,02 0,16 £0,01 0,31 £0,02
Rugosidade / nm 42,7 40,0 45,5

A Figura 16 mostra as imagens de AFM para a borda interna CD MAM-A, enquanto a
Figura 17 apresenta as imagens do meio e borda externa. Os parametros da Tabela 7 foram

obtidos a partir dessas figuras.

(il

C D

Figura 16. Imagens de AFM da superficie de ouro da borda interna do CD MAM-A: (A) 10x10, (B)
imagem em 3D 10x10, (C) 3x3, (D) imagem em 3D 3x3 umz.
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Figura 17. Imagens de AFM da superficie de ouro do meio (A-D) e da borda externa (E-H) do CD
MAM-A: (A, E) 10x10, (B,F) imagem em 3D 10x10, (C,G) 3x3, (D, H) imagem em 3D
3%3 um’.
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Como mostrado na Tabela 7, as bordas interna e externa do CD MAM-A apresentam
altura, espessura e rugosidade das trilhas semelhantes, mas a distancia entre as trilhas nao se
apresenta constante. J4 o meio do CD mostra diferenca significante em todos os pardmetros
quando comparado com as demais regides do CD. Esse comportamento demonstra que,
provavelmente, o filme de ouro depositado ndo € uniforme. E isso poderia explicar a falta de
repetibilidade que esta superficie apresenta em equipamentos com alta sensibilidade, como na

técnica de EIS.

Tabela 7. Parametros obtidos através de imagens de AFM para cada regido do CD MAM-A.
CD MAM-A Borda interna Meio Borda externa

Altura / nm 135+4 114 +4 140 £ 3
Trilha / nm 0,41 +0,03 0,33 £0,01 0,41 £0,01
Cavidade / nm 0,22 £0,02 0,08 £0,01 0,13 +£0,02
Rugosidade / nm 49,5 45,6 50,4

4.3 Estudo do tempo de incubacio e concentracio da solucio de p-ATP para a
formacao da SAM sobre a superficie do CDtrodo empregando voltametria
ciclica

Inicialmente, foram estudados dois diferentes tempos de incubacdo da solucdo de
p-ATP 2 x 10 mol L' sobre a superficie do CDtrodo, 15 e 30 min. E como mostrado na
Figura 18, o tempo de 15 minutos ndo apresentou grande alteragdo nos picos de oxiredugdo do
Fe(CN)e ™, provavelmente por nao haver tempo suficiente para a formagao e organizagdo da
monocamada. Por essa razdo, adotou-se o tempo de 30 minutos de incubacdo, ji que
apresentou maior variagdo no perfil voltamétrico do par redox, principalmente no pico
catédico. Tempos maiores de incubagdo ndo foram avaliados devido a rdpida evaporacao do

etanol empregado como solvente da solugdo de p-ATP.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos em soluc¢io de Fe(CN),™ 1 x 10~ mol L' do CDtrodo de ouro
sem modificacio (==) e do CDtrodo modificado com p-ATP 2 x 102 mol L com 15 (=)
e 30 (=) min de incubacdo vs AglAgClIKCl,; vV =50 mV s,

Depois de fixado o tempo de incubacio, foi avaliada a melhor concentracdo da solucao
de p-ATP com cinco diferentes concentracdes: 1 x 10% 2 x 107 1 x 10% 2 x 107 e
2 x 10 mol L'!. No entanto, como observado na Figura 19, a voltametria ciclica ndo se
mostrou  um bom método para este estudo, pois o sistema ndo apresentou boa
reprodutibilidade e linearidade nos resultados, ou seja, com o aumento da concentragdo de

p-ATP ndo houve a reducio ou aumento linear do recobrimento da superficie.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos em solugdo de Fe(CN)s>™* 1 x 10° mol L' dos CDtrodos de ouro
sem modifica¢do: Eletrodo 1 (==), Eletrodo 2 (==) e Eletrodo 3 (==); e dos CDtrodos
modificados com p-ATP com 30 minutos de incubagdo, nas seguintes concentragdes:
1x 10° (A), 2x 107 (B), 1 x 102 (C), 2 x 107 (D), 2 x 10" mol L™ (E): Eletrodo 1 (==),
Eletrodo 2 () e Eletrodo 3 (=) vs AglAgClIKCly,; vV =50 mV s
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4.4 Comportamento eletroquimico do p-ATP em solucio e modificado na

superficie do CDtrodo

Como houve aumento da intensidade de corrente no pico de oxidagdo quando o
CDtrodo foi modificado com p-ATP, foram realizados ciclagens sucessivos do CDtrodo sem
modificagdo com o p-ATP 2 x 10 mol L em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0
com a finalidade de observar se o composto possui algum pico na mesma regido que o par
redox Fe(CN)¢>™. E, como apresentado na Figura 20, existe um pico de oxida¢io em
aproximadamente 0 V, referente a adsor¢cdo do composto tiolado a superficie. Provavelmente
quando o p-ATP estd modificado na superficie este pico se desloca e se associa com o pico de
oxidacdo do par redox (aproximadamente 260 mV), aumentando a intensidade de corrente.

Outra observacao interessante € a forte interacao que a molécula de p-ATP possui com
0 ouro, pois, apds o primeiro ciclo, o CDtrodo ndo apresentou mais o pico proximo a 0 V, o

que demonstra o recobrimento da superficie.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 contendo p-ATP
2 x 10% mol L' do CDtrodo de ouro sem modificacao, sendo: (==) 1° ciclo, (==) 2° ciclo e
(=) 10° ciclo vs AgIAgCIKCl ;v =50 mV s™.

Também foram realizados experimentos em solucio tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0
com o CDtrodo modificado com p-ATP 2 x 107 mol L' e intervalos de potencial de
—0,4 a +0,7 V e de +0,7 a —0,4V. Como mostrado nas Figuras 21 e 22, ndo houve formacgao de
picos, nos sentidos anddicos e catddicos da varredura, no entanto, houve alteracdo do perfil

voltamétrico em relacdo ao branco em ambos os intervalos. O voltamograma tracado com o
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CDtrodo modificado (Figura 22) apresentou comportamento andmalo na triplica de

experimentos realizados e estudos posteriores devem ser efetuados.

-0,4 -0,2 | 0;0 | 0:2 | 0;4 | 0:6
E/Vyvs AglAgCIIKCI

(Sat.)

Figura 21. Voltamogramas ciclicos em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 do CDtrodo de
ouro sem modificagdo (==) e modificado com p-ATP 2 x 10? mol L' (=) com intervalo
de potencial de —0,4 a +0,7 V vs AglAgClIKClsy; V = 50 mV s,
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 do CDtrodo de
ouro sem modificacio (==) e modificado com p-ATP 2 x 102 mol L (==), com intervalo
de potencial de +0,7 a -0,4 V vs AglAgCIIKCly; V=50 mV s,
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4.5 Otimizacao dos parametros a serem empregados nas medidas de EIS

Como nao foi possivel otimizar a formacdo da SAM de p-ATP sobre a superficie do
CDtrodo através da técnica de voltametria ciclica, optou-se realizar esta otimizacao
empregando a espectroscopia de impedancia eletroquimica. Porém, foi necessdrio estudar
previamente as principais condi¢des a serem fixadas nas medidas de EIS.

A Figura 23 mostra a medida potencial versus tempo em solucdo de Fe(CN)s* "+
1 x 10® mol L". Observa-se que nos segundos iniciais o potencial sofreu um salto de
aproximadamente 10 mV e, em seguida, ha apenas uma pequena variacao (cerca de 2 mV) em

praticamente 1 hora. Com isso adotou-se 15 minutos como tempo de estabilizagdo do

potencial a circuito aberto.
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Figura 23. Curva de potencial de circuito aberto versus tempo obtida para um CDtrodo sem
modificagio em solucio de Fe(CN)s™™* 1 x 107 mol L™ vs AglAgCIIKCl g,y

Para estudar a melhor amplitude de perturbacdo do sistema utilizou-se CDtrodos
modificados com 4cido lipéico 1 x 10 mol L em solucdo de Fe(CN)s>"* 1 x 10™ mol L™
empregando trés diferentes valores de amplitude (“rms”): 5, 10 e 15 mV. Como observado na
Figura 24, as medidas de impedancia com amplitude “rms” de 5 mV ndo apresentaram boa
reprodutibilidade entre os eletrodos e quando foram aplicadas as amplitudes “rms” de 10 e
15 mV as medidas mostraram-se reprodutivas, o que indica que o sistema responde a
linearidade nestas amplitudes. O “inset” da Figura 24 mostra o mdédulo de impedancia na
frequéncia de 133 mHz vs amplitude (“rms”) / mV, indicando a linearidade do sistema. As

etapas posteriores foram realizadas com amplitude “rms” igual a 10 mV.
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Figura 24. Diagrama do plano complexo em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s™™ 1 x 107 mol L' para CDtrodo modificados com 4cido lipéico 1 x 107
mol L, com diferentes valores de amplitude de perturbacdo: S (me ®), 10 (A e V)e
15 mV (¢ e V) vs AglAgCIIKClyy. Inset: moédulo de impedéncia na frequéncia de 133
mHz vs amplitude (“rms”) / mV

Em seguida, foi realizado o estudo do intervalo de frequéncia. A Figura 25 apresenta o
diagrama do plano complexo do CDtrodo sem modificacdo com intervalo de 10 mHz a
100 kHz e pode-se observar que o processo difusional (em baixas frequéncias) ¢ muito
grande, dificultando a andlise do grafico. Por essa razdo, como mostrado na Figura 26,
reduziu-se o intervalo de frequéncia para facilitar a interpretacdo dos resultados. Portanto

adotou-se 100 mHz a 100 kHz como o melhor intervalo de frequéncia.
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Figura 25. Diagrama do plano complexo em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s™™ 1 x 10” mol L™ para CDtrodo sem modificagio com intervalo de frequéncia
de 100 kHz a 10 mHz vs AglAgCIIKCl 5.
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Z, /kQ
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Figura 26. Diagrama do plano complexo em solu¢io tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s™™ 1 x 107 mol L™ para CDtrodo sem modificagio com intervalo de frequéncia
de 100 kHz a 100 mHz vs AglAgClIKCl gy
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4.6 Estudos das melhores condicoes para a formacao da SAM de p-ATP

Para a determinacdo do melhor tempo de incubag¢do da solucdo de p-ATP foram
empregados trés diferentes tempos: 30, 60 e 120 min. Devido a rdpida evaporacao do etanol
empregado para solubilizar o p-ATP, durante a incubag@o foram adicionados mais 50 puL de
etanol absoluto em intervalos de 30 minutos na superficie do CDtrodo para permitir a auto-
organizacdo molecular.

Conforme observado na Figura 27 e na ampliacdo da regido referente as frequéncias
mais altas na Figura 28, o melhor tempo de incubagdo foi de 60 minutos, j& que em 30
minutos praticamente ha somente o processo difusional e em 120 minutos o processo
difusional € superior ao de 30 minutos.

Cabe ressaltar que a impedancia do eletrodo modificado € menor do que a do eletrodo
sem modificacdo, possivelmente devido a geometria da molécula de p-ATP que permite a
ressonancia molecular pela presenga do anel aromdtico na sua estrutura, facilitando de
transferéncia eletronica e, consequentemente, diminuindo a resisténcia de transferéncia de

elétrons das espécies redox Fe(CN)s>"* presentes no eletrélito de suporte.
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Figura 27. Diagrama do plano complexo em solu¢io tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)¢™ 1 x 10° mol L™ para CDtrodo sem modificag¢do (m) e modificado com p-ATP
2x 102 mol L' com 30 (@), 60 (A) e 120 min (V) de incubagdo vs AglAgClIKCl 5.
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Figura 28. Ampliacdo da regido de altas frequéncias da Figura 27.

Foram avaliadas cinco diferentes concentracdes de p-ATP: 1 x 10'1, 2 X 10"1, 1x 10'2,
2 x 102 e 2 x 107 mol L. Observa-se na Figura 29 e na ampliacdo da regido referente as
frequéncias mais altas na Figura 30, que a Unica concentracdo que apresentou uma melhor
caracterizacdo dos processos cinético e difusional foi 2 x 107 mol L'. As demais
concentracdes apresentaram praticamente somente o processo difusional e por essa razdo

adotou-se a concentragdo de 2 x 102 mol L.
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Figura 29. Diagrama do plano complexo em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s™* 1 x 10° mol L para CDtrodo sem modificacdo (m) e modificado com p-ATP
1x10" (0);2x 10" (A); 1x102(¥);2x 102 (e)e2x 107 mol L' (V) com 60 de
incubacio vs AglAgClIKCl .
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Figura 30. Ampliacdo da regido de altas frequéncias da Figura 29.
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4.7 Imobilizacao do anticorpo anti-AFB; sobre a SAM de p-ATP

Para verificar se 0 aumento do tempo de incubacdo proporciona melhor imobilizacao
do anticorpo anti-AFB; sobre a SAM de p-ATP foram estudados diferentes tempos de
incubacdo do Ac. A Figura 31 mostra que independente do tempo de incubacdo do Ac, a
impedancia do sistema que inclui o CDtrodo modificado apenas com SAM de p-ATP € maior
que na presenca do anticorpo imobilizado sobre a monocamada. Esperava-se um aumento da
impedancia com a imobilizacdo dos anticorpos anti-AFB;, ou seja, um maior bloqueio da

superficie com a presenca das imunoglobulinas sobre a SAM de p-ATP.
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Figura 31. Diagrama do plano complexo em solu¢do tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s"* 1 x 10° mol L™ para CDtrodo sem modificacdo (m), CDtrodo modificado
com p-ATP 2 x 10 mol L™ (®) e com o anticorpo anti-AFB, imobilizado sobre a SAM
com tempos de incubacdode 1 (A),3 (V), 12 (7) e 18 h (©) vs AglAgCIKCl gy

Mediante os resultados obtidos, CDtrodos com diferentes tempos de incubacdo da
solugdo de anticorpo anti-AFB; também foram avaliados através da voltametria ciclica
(Figura 32). E assim como nas medidas de EIS, concluiu-se que o anticorpo ndo estd sendo
imobilizado na SAM de p-ATP, pois o comportamento voltamétrico do eletrodo imobilizado
com o Ac é muito proximo ao eletrodo modificado apenas com p-ATP, independente do

tempo de incubacdo empregado. Uma possivel explicacdo seria devido ao valor do pH da
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solucdo de Ac, pois o grupo amino estaria com carga positiva e dificultaria a interagdo como o

Ac.

I/pA

-0,4 -0,2 I 010 I 0:2 I 0.4 0,6
E/Vvs AglAgCIIKCl

(Sat.)

Figura 32. Voltamogramas ciclicos em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L pH 7,0 com Fe(CN)s*™*

1 x 10° mol L do CDtrodo sem modificacio (==), modificado com p-ATP 2 x 107
mol L' (=) e com o anticorpo anti-AFB, imobilizado sobre a SAM com tempos de
incubagdo de 1 (=), 6 (==), 10 (=), 12 (=) e 18 h () vs AglAgCIIKClsy.

Era esperado que ocorresse uma ligacdo do grupo amino do p-ATP com o grupo
carboxilico terminal da por¢do F. do anticorpo, simulando uma ligacdo peptidica.
Provavelmente essa reacdo ndo ocorre de maneira espontinea e, por essa razdo, ativou-se o
grupo carboxilico do Ac com uma carbodiimida (EDC), como apresentado na Figura 33. No
entanto, a imobilizacdo também se mostrou ineficiente, pois houve pequena alteracdo do
perfil voltamétrico na presenca do par redox quando o anticorpo estd imobilizado na
superficie de ouro na presenca de EDC em relacdo ao perfil do CDtrodo modificado apenas
com p-ATP. Diante destes fatos, a alternativa buscada foi investigar outros compostos que

propiciem a imobiliza¢do do anticorpo de maneira estavel e orientada.
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Figura 33. Voltamogramas ciclicos em solucio tampdo fosfato 0,1 mol L pH 7,0 com Fe(CN)s*™*

1 x 10° mol L do CDtrodo sem modificagio (=), modificado com p-ATP 2 x 107
mol L (=) e com o anticorpo anti-AFB; + EDC 1 x 102 mol L imobilizado sobre a
SAM com 3 h de incubagio (=) vs AglAgCIIKCl .

4.8 Investigacao da imobilizacao da proteina A sobre a superficie de ouro

Devido a alta interacdo da proteina A com a porcao F. do anticorpo, a superficie de
ouro do CDtrodo foi modificada com esta proteina para verificar a eficiéncia na imobilizagdo
do anticorpo sobre a camada protéica.

Suri et al.” imobilizou a proteina A 1 mg mL"' sobre um eletrodo de ouro com
incubacdo de 2 horas e seguiu com as demais modificagdes, incluindo a imobilizacdo de um
anticorpo sobre a proteina A.

Como estudos preliminares da imobilizacdo da proteina A, empregou-se a
concentracio de 0,1 mg mL™" e adicionou a proteina diretamente sobre a superficie de ouro e
sobre a SAM ativada de 4cido lipdico, ambas com incubagdo de 3 horas. Observou-se que
empregando os dois métodos de modificacdo ocorreu aumento de impedancia (Figura 34)
quando comparado ao eletrodo sem modificacdo, o que mostra que ocorreu a imobilizagao da
proteina A. Quando a proteina A foi adicionada sobre a SAM apresentou uma maior
impedancia que a proteina imobilizada diretamente na superficie do eletrodo. Esse
comportamento deve-se ao fato de um maior bloqueio da superficie de trabalho contendo a

SAM + Proteina A.
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Figura 34. Diagrama do plano complexo em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s™"* 1 x 10 mol L™ para CDtrodo sem modificacdo (m), modificado com 4cido
lipéico 1 x 10” mol L™ (e); com o grupo carboxilico da SAM ativado com EDC/NHS
(A), com a proteina A 0,1 mg mL" imobilizada sobre a SAM ativada com tempo de
incubagio de 3 h (V) e com a proteina A 0,1 mg mL™" imobilizada diretamente sobre o
CDtrodo com tempo de incubagdo de 3 h (¢).

Na etapa subsequente, foi analisada a estabilidade da proteina A diretamente sobre a
superficie de ouro. Para isso, foram adicionadas as seguintes solucdes sobre a superficie de
diferentes CDtrodos modificados com a proteina: solucdo tampao fosfato 0,01 mol Lt pH 7.4,
anticorpo anti-AFB; 1:2000 e o antigeno AFB; diluido em solucdo de BSA, todas com 12
horas de incubacdo. Como pode ser observado na Figura 35, ocorreu a diminui¢do da
impedancia quando a solucdo tampdo e o anticorpo foram adicionados na superficie do
eletrodo modificado, mostrando que houve a lixivia¢do da proteina A. Ja quando a solugdo de
antigeno foi adicionada, houve aumento da impedincia. No entanto esse aumento,
provavelmente, deve-se ao bloqueio da superficie proporcionada pela BSA presente na
solucdo. Em decorréncia da fraca interacdo da proteina A, que facilmente se lixivia da
superficie de ouro, descartou-se o uso desta molécula para o desenvolvimento do

1MuNoSSensor.
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Figura 35. Diagrama do plano complexo em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)¢™ 1 x 10 mol L para CDtrodo modificado somente com a proteina A
0,1 mg mL" sobre o ouro (m), e para os CDtrodos modificados com a proteina A com
adicdo de solugdo tampdo 0,01 mol L pH 7,4 por 12 h (e), adicio do antigeno AFB,
1x 107 mo L™ por 12 h (A) e com adi¢do de Ac-AFB, 1:2000 por 12 h (V).

4.9 Imobilizacao do anticorpo anti-AFB, sobre a SAM de acido lipéico

O 4cido lip6ico tem sido empregado no grupo de pesquisa para a formagdo da SAM e
o EDC/NHS foram utilizados como ativadores do grupo carboxilico desta monocamada™ .

O Esquema 2 mostra o mecanismo de ativacio da monocamada carboxilica via
EDC/NHS®. Onde o EDC reage com o grupo carboxilico do 4cido lipdico para formar um
éster ativo abandonador (1). No entanto, este complexo reativo estd sujeito a rdpida hidrélise
em solucdes aquosas, apresentando taxas de constantes medidas em segundos. Assim se a
amina do anticorpo que se ligard ao acido lipdico ndo encontrar o grupo carboxilico ativo
antes da hidrélise, o acoplamento desejado ndo ocorrerd. Mas a formacdo de um éster-NHS
intermedidrio da rea¢do do grupo hidroxila do NHS com o complexo de éster-EDC ativado
(2) aumenta o tempo de meia vida do carboxilato ativado para horas. Entretanto, o produto
final dessa reacdo em duas etapas € idéntico ao obtido usando apenas o EDC: o carboxilato
ativado reage com uma amina da cadeia lateral do anticorpo formando uma ligacdo amida

estavel (3).
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Esquema 2. Reacio de acoplamento da do anticorpo anti-AFB; a SAM de 4cido lipéico por meio da
EDC/NHS® ®.

A Figura 36 apresenta as voltametrias ciclicas das diferentes etapas de modificacdo:
formacao da SAM de é&cido lipdico, ativacdo do grupo carboxilico e imobilizagdo do
anticorpo. Como hd uma grande deformagdo do perfil voltamétrico do eletrodo modificado
com &cido lipdico, as demais modificacdes ndo foram tdo perceptivas através da voltametria

ciclica.
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Figura 36. Voltamogramas ciclicos em solucio tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 com Fe(CN)g"*
1 x 10° mol L' do CDtrodo sem modificagio (=), modificado com 4cido lipdico
1 x 10 mol L' (=), com o grupo carboxilico da SAM ativado com EDC/NHS (=) e o

anticorpo anti-AFB; imobilizado sobre a SAM ativada com 2 h de incubagdo (==) vs
AglAgClKCl gyy.

Por essa razdo, para avaliar as diferentes etapas de modificacio do CDtrodo de ouro
foi empregada a EIS devido a sua maior sensibilidade. A Figura 37 mostra que a imobilizagcdo
do anticorpo anti-AFB; sobre a SAM de acido lipdico ativado com EDC/NHS foi eficiente.
Pois se observa um aumento de impedancia do sistema a partir do eletrodo sem modificagdo,

seguido da ativagdo e com interacao do anticorpo para aflatoxina.
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Figura 37. Diagrama do plano complexo em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 com
Fe(CN)s™"* 1 x 10 mol L™ para CDtrodo sem modificacdo (m), modificado com 4cido
lipéico 1 x 10~ mol L™ (®),com o grupo carboxilico da SAM ativado com EDC/NHS (A )
e com o anticorpo anti-AFB, imobilizado sobre a SAM ativada com 2h de incubacio (V)
vs AglAgCIIKCl gy

4.10 Estudo quimiométrico da concentracao e tempo de incubacao do

anticorpo anti-AFB, sobre SAM de acido lipdico

Como o 4cido lipdico ativado com EDC/NHS apresentou resultados satisfatérios, o
planejamento fatorial completo do tipo 2* foi utilizado para a otimizagdo da concentragdo e
tempo de incubacao do anticorpo anti-AFB;.

O parametro empregado para a avaliagdo quimiométrica foi a resisténcia de
transferéncia de carga (R). Esses valores foram obtidos através dos diagramas de Nyquist em
cada um dos experimentos. Conforme observado na Figura 38, a impedancia real (Z.) no
centro do semicirculo € igual a resisténcia da solucdo (Rp) mais metade da resisténcia de

transferéncia de carga (Rct)64. Portanto, pode-se definir o R, como:

Rei=27Z.-2Rq
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Figura 38. Grifico da impedancia em um plano complexo de um sistema eletroquimico simples®.

A Tabela 8 apresenta as diversas combinagdes de experimentos para o planejamento

fatorial com os respectivos valores de Ry;.

Tabela 8. Matriz de planejamento fatorial completo 2° e resisténcias de transferéncia de carga.

Experimento  Diluicao tincun. / R/ KkQ

1 1:500 1 16,8
1:2000 12 49.4
3 1:500 1 16,0
4 1:2000 12 55,5
5 1:500 1 111,1
6 1:2000 12 69,9
7 1:2000 1 31,9
8 1:500 12 6,5
9 1:2000 1 23,1
10 1:500 12 9,3
11 1:2000 1 27,3
12 1:500 12 -

Empregando os resultados da Tabela 8 e aplicando o programa estatistico Minitab™
Statistical Software Release 15 foi possivel identificar os efeitos de cada parametro sobre o
sistema. A Figura 39 apresenta o Grafico de Pareto, onde se observa que o parametro mais
importante na imobilizacdio do anticorpo anti-AFB; é a diluicdo, enquanto o tempo de

incubacgdo da solug@o ndo possui grande influéncia na imobilizacao.
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Figura 39. Gréifico de Pareto: influéncia dos pardmetros na imobilizacdo do Ac-AFB, sobre CDtrodo
de ouro modificado com SAM. Dy, = diluicdo do anticorpo anti-AFB; e ti ... = tempo de
incubacao.

As influéncias dos niveis alto e baixo de cada varidvel também foram determinadas.

As retas apresentadas na Figura 40 expressam a tendéncia em termos da intensidade da R

quando se altera o parametro do nivel baixo para o alto. Quanto mais inclinada for a reta,

maior a influéncia do parametro sobre o sistema, portanto a dilui¢do do anticorpo apresenta
maior influéncia no sistema do que o tempo de incubacdo. A diluicdo 1:2000 do anticorpo
tende a resultar em maiores valores de R, enquanto o tempo de incubag¢do ndo apresentou
influéncia significativa. Por essa razdo adotou-se o tempo de incubacdo do anticorpo em

1 hora nos demais experimentos.

1:2000 1:500 1 12
42,04
39,5

- —

S 370 T
A ]
34,5
32,04
Diluicfo Tempo

Figura 40. Tendéncia da resisténcia para os niveis alto e baixo de cada varidvel.
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4.11 Imagens de microscopia eletronica de varredura (FE-SEM) da superficie

de ouro com o Ac imobilizado

A partir das imagens de FE-SEM da Figura 41 € possivel observar a diferenca de uma
superficie sem modificacdo e de uma com o anticorpo anti-AFB; imobilizado sobre a
superficie do CD.

Nas Figuras 41-A e 41-C sao apresentadas as imagens da superficie de ouro, seguida
da limpeza eletroquimica com H,SO,4. Nestas imagens observa-se claramente a presenca das
trilhas de gravacdo do CD, mostrando que a superficie encontra-se limpa. Ja nas imagens da
Figura 41-B e 41-D € possivel observar aglomerados em toda a superficie do CD, mostrando
que o anticorpo apresenta boa imobilizacdo na superficie, tanto nas trilhas como nas
cavidades. Observa-se também que existem alguns espacos vazio, ou seja, sem a presenca do
Ac, onde, possivelmente, encontram-se as moléculas da SAM de dcido lipdico que nao
interagiram com as moléculas de Ac. E devido a essas vacancias reforca-se a importancia do

bloqueio da superficie com BSA.

4.12 Imagens de microscopia de forca atomica (AFM) do CDtrodo com o Ac

imobilizado

A Figuras 42 apresentam as imagens topogréaficas obtidas por AFM nas escalas 5x5 e
3x3 um, respectivamente, da superficie de ouro sem modificacdo (A e C) e com o anticorpo
anti-AFB, imobilizado sobre a SAM de acido lipdico (B e D).

A partir destas imagens, observa-se que houve aumento de aproximadamente 1 nm na
altura das trilhas do CD devido a imobilizacdo do anticorpo. E, assim como nas imagens de
FE-SEM, mostram que a imobiliza¢ido ocorre em toda a superficie do CD. No entanto, hd uma
prevaléncia maior da quantidade de anticorpo na inclina¢do entre a cavidade e o topo da

trilha.
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Figura 41. Imagens de FE-SEM para a superficie de ouro sem modificacdo (A) e com o anticorpo
anti-AFB, imobilizado sobre a SAM de 4cido lipdico (B) com ampliagdo de 5.000 x e
superficie sem modificacdo (C) e com o anticorpo imobilizado (D) com amplia¢do de

10.000 x.
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Figura 42. Imagens de AFM do CDtrodo sem modificacéo (A, B, E, F) e com o anticorpo anti-AFB,
imobilizada sobre SAM de écido lipdico (B, C, G, H): (A, C) 5x5 pmz, (B.D) imagem em
3D 5x15 umz, (E, G) 3x3 umz, (F, H) imagem em 3D 3x3 pmz.
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4.13 Estudo quimiométrico da concentracio de BSA, AFB; e tempo de

incubacio do antigeno

Depois de definidas as melhores condicdes para a imobilizacdo do anticorpo sobre o
acido lipdico ativado, foi estudada, via planejamento fatorial completo do tipo 2’ a
otimiza¢do das concentracdes de soroalbumina bovina e aflatoxina B; (antigeno) e tempo de
incubacgdo do antigeno.

Na Figura 43 ¢ apresentada um esquema da reacdo do anticorpo anti-AFB; com uma

molécula de aflatoxina B, indicando uma possivel intera¢do intermolecular.

Figura 43. Esquema da intera¢do do anticorpo anti-aflatoxina B; com uma molécula de aflatoxina B;.

A Tabela 9 apresenta as diversas combina¢des de experimentos para o planejamento
fatorial com os respectivos valores de Ry;.

O Griéfico de Pareto da Figura 44 mostra que todos 0s pardmetros apresentaram
influéncia significativa no sistema, sendo que o tempo de incubacio do antigeno apresentou
maior importancia, seguido da concentracdo de AFB; e concentracdo de BSA.

O gréfico de tendéncias da Figura 45 mostrou que o sistema apresenta maiores valores
de R para os niveis mais altos, ou seja, as melhores concentracdes de BSA e AFB; foram
1,0% e 1 x 10”7 mol L'l, respectivamente, e o melhor tempo de incubacdo da AFB; é de 30

minutos.
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Tabela 9. Matriz de planejamento fatorial completo 2° e resisténcias de transferéncia de carga.

Experimento Cpsa/ %  Capp1 X 10°/mol L' tipeup. / min R/ kQ

1 0,5 1,0 15 25,7
2 1,0 10 15 35,1
3 1,0 1,0 30 33,1
4 0,5 10 30 53,8
5 0,5 1,0 15 30,8
6 1,0 10 15 75,4
7 1,0 1,0 30 72,8
8 0,5 10 30 72,8
9 0,5 1,0 15 62,4
10 1,0 10 15 42,0
11 1,0 1,0 30 23,1
12 0,5 10 30 28,8
13 1,0 1,0 15 31,4
14 0,5 10 15 17,0
15 0,5 1,0 30 11,3
16 1,0 10 30 56,4
17 1,0 1,0 15 11,8
18 0,5 10 15 8,8
19 0,5 1,0 30 17,0
20 1,0 10 30 8,7
21 1,0 1,0 15 15,1
22 0,5 10 15 -
23 0,5 1,0 30 35,1
24 1,0 10 30 47.3
t
Cosw WFB1|
Corer’ Lac |
Connt o]

Figura 44. Grifico de Pareto: influéncia dos pardmetros na imobilizacdo do antigeno AFB,; sobre o
anticorpo imobilizado sobre a SAM do CDtrodo de ouro. Cgsa = concentragido de
soroalbumina bovina; Capg; = concentragdo de aflatoxina B, e tj,.,», = tempo de incubagdo
da aflatoxina B;.
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Figura 45. Tendéncia da resisténcia para os niveis alto e baixo de cada varidvel. Cgsa = concentracio
de soroalbumina bovina; Capg; = concentragdo de aflatoxina B; e tj,n = tempo de
incubacdo da aflatoxina B;.

Cabe ressaltar que nesta etapa de experimentos um problema enfrentado foi a
repetibilidade dos resultados, provavelmente devido a solu¢do de bloqueio empregada,
soroalbumina bovina solubilizada em solu¢do tampao fosfato 0,01 mol L' pH 7.,4. Por essa
razdo, foi realizado este mesmo estudo empregando a solucdo de BSA solubilizada em PBS
contendo o detergente Tween 20, que favorece a interacao Ac-Ag65 . As diversas combinacdes
deste planejamento fatorial com os valores de impedancia R sdo apresentadas na Tabela 10.

Quando se empregou o Tween na solugdo de bloqueio observa-se, através do Grafico
de Pareto da Figura 46, que a concentracdo de AFB; foi o fator mais importante no preparo,
enquanto o tempo de incubacdo do antigeno e a concentracdo de BSA apresentaram menor
influéncia no sistema.

A partir do grafico de tendéncias da Figura 47 observou-se que os niveis mais altos
apresentaram valor de R, maior. Portanto, empregou-se a concentracao 1 x 10”7 mol L™ para a
solucdo de AFB; com tempo de incuba¢do de 30 minutos. Como a concentracdo de BSA € o
fator que menos influéncia no sistema, adotou-se a concentra¢iao de 0,5%, mesmo tendendo a

valores de R, menores.
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Tabela 10. Matriz de planejamento fatorial completo 2° e resisténcias de transferéncia de carga.

Experimento  Cpgsa/ %  Capp1 Xx10%/ mol L'ty /min -~ R/ kQ

1 0,5 1,0 15 99
2 1,0 10 15 249
3 1,0 1,0 30 38,2
4 0,5 10 30 324
5 0,5 1,0 15 13,7
6 1,0 10 15 19,7
7 1,0 1,0 30 13,6
8 0,5 10 30 43,1
9 0,5 1,0 15 41,2
10 1,0 10 15 78,2
11 1,0 1,0 30 259
12 0,5 10 30 32,8
13 1,0 1,0 15 21,0
14 0,5 10 15 9,0
15 0,5 1,0 30 17,7
16 1,0 10 30 32,1
17 1,0 1,0 15 13,0
18 0,5 10 15 234
19 0,5 1,0 30 32,3
20 1,0 10 30 66,2
21 1,0 1,0 15 4,8
22 0,5 10 15 32,2
23 0,5 1,0 30 5,9
24 1,0 10 30 8,7
Cost S
Cosa” Ll
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Figura 46. Grifico de Pareto: influéncia dos pardmetros na imobilizacdo do antigeno AFB,; sobre o
anticorpo imobilizado sobre a SAM do CDtrodo de ouro. Cgsa = concentragdo de
soroalbumina bovina; Capg; = concentragdo de aflatoxina B € tj,c,,. = tempo de incubagao
da aflatoxina B;.
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Figura 47. Tendéncia da resisté€ncia para os niveis alto e baixo de cada varidvel. Cgss = concentracio
de soroalbumina bovina; Capg; = concentracdo de aflatoxina B, e tjm = tempo de
incubacao da aflatoxina B;.

A Figura 48 apresenta os diagramas no plano complexo de cada uma das etapas de
modificacdo ja otimizada. A cada nova etapa de modificacao houve o aumento da impedancia
em relacio a etapa anterior, exceto no bloqueio com a BSA, que apresentou menor
impedancia do que o CDtrodo com Ac imobilizado sobre a SAM de 4cido lipdico ativado
com EDC/NHS. Possivelmente os 30 minutos de incubacdo da BSA nao foram suficientes
para um adequado bloqueio da superficie do eletrodo de trabalho. Outra possibilidade é a
dessorcao das moléculas de BSA durante o processo de lavagem do CDtrodo, o que pode
levar a formacdo de espacos livres entre os anticorpos, facilitando a transferéncia de elétrons.

Entdo, para verificar o melhor do tempo de incubacdo da BSA, foram estudados
diferentes tempos: 30, 40 e 60 minutos (Figura 49). Observa-se que, com o aumento do tempo
de incubacdo, houve o aumento da impedancia do sistema, ou seja, o tempo de 60 minutos

apresentou melhor resultado no bloqueio da superficie.
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Figura 48. Diagrama do plano complexo em solugio tampéo fosfato 0,1 mol L pH 7,0 contendo
Fe(CN)(,3 *1x10° mol L para CDtrodo sem modificacio (m), CDtrodo modificado com
4cido lipéico 1 x 10” mol L™ (e), grupo carboxilico da SAM ativado com EDC/NHS (A ),
anticorpo anti-AFB; 1:2000 imobilizado sobre a SAM com 1h de incubacido (V), Ac
imobilizado e bloqueado com BSA 0,5% com 30 min de incubagdo (¢) e CDtrodo com
AFB; 1 x 107 mol L' sobre 0 Ac com 30 min de incubagio (V) vs AglAgCIIKCly.
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Figura 49. Diagrama do plano complexo em solugio tampéo fosfato 0,1 mol L pH 7,0 contendo
Fe(CN)¢™ 1 x 10° mol L™ para CDtrodo sem modificag¢do (m), CDtrodo modificado com
dcido lipdico 1 x 10° mol L (®), grupo carboxilico da SAM com EDC/NHS (A),
anticorpo anti-AFB; 1:2000 imobilizado sobre a SAM ativada com 1h de incubacdo (V),
Ac imobilizado e bloqueado com BSA 0,5% com (A) 30, (B) 40 e (C) 60 min de

incubagdo (¢) e CDtrodo com AFB; 1 x 107 mol L™

incubagdo (V) vs AglAgClIKClgy).

sobre 0 Ac com 30 minutos de

4.14 Curva analitica do imunossensor impedimétrico

Apods a otimizacdo de todas as etapas para o desenvolvimento do imunossensor, do

ponto de vista impedimétrico, uma curva analitica foi construida como apresentada na Figura

50. Podendo-se observar que a curva apresentou boa regido linear no intervalo de 5 x 107"

1 x 107 mol L™, obtendo-se coeficiente de relacdo igual a 0,99419 com limite de deteccdo e

de quantificacdo igual a 1,11 x 107 ¢ 3,38 x 10° mol L™,

respectivamente.
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Y =32,03 +5,399x 10° X
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Figura 50. Curva analitica da concentracdo de aflatoxina B, do imunossensor impedimétrico.

4.15 Aplicacao do imunossensor impedimétrico em amostras de amendoim

O imunossensor impedimétrico foi aplicado em trés diferentes amostras de amendoim
cru, fornecidas por uma industria alimenticia que realiza anélises de qualidade para verificar a
contaminac¢do de seus produtos com aflatoxina. Segundo a industria fornecedora, duas destas
amostras estavam contaminadas com AFB; e uma estava com nivel de concentracido abaixo
do limite de estabelecido pela ANVISA (20 pg kg'). No entanto, os niveis da toxina ndo
foram informados.

A Tabela 11 apresenta a concentracdo de AFB; pra cada uma das amostras analisadas
por interpolacdo na curva analitica. Observa-se que as amostras A e B apresentaram niveis
aproximadamente 15 vezes superiores ao limite estabelecido pela legislacdo. J4 a amostra C,
identificada pela inddstria com concentracdo inferior a 20 pg kg, apresentou valor 65%
superior ao permitido, ou seja, 33 ug kg'l. A partir destes resultados, pode-se concluir que o
método proposto para a deteccdo desta micotoxina apresenta-se mais sensivel do que o
empregado pela industria, a amostra C apresentou valores superiores ao esperado, devido ao
crescimento do fungo Aspergillus sp. e consequente producdo da aflatoxina durante o
transporte e estocagem do produto ou o valor superior seria devido ao efeito de matriz, que

poderia ser eliminado aplicando método de adicdo de padrao.

Tabela 11. Valores de concentracéo de AFB, encontrados em amostras de amendoim.

Amostra  Concentracio x 10° /mol L' Concentraciio / pg kg™
A 9,7+0,5 301 £21
B 9,9+0,7 309 £42
C 1,1 £0,3 33+9
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4.16 Estudos preliminares do desenvolvimento do imunossensor

amperométrico

Ap6s a otimizagdo das melhores condicdes para o desenvolvimento do imunossensor
impedimétrico, objetiva-se também a constru¢do de um imunossensor amperométrico. Para
isso as condigdes empregadas no imunossensor impedimétrico serdo adotadas no
amperométrico. No entanto, para o monitoramento da corrente utiliza-se um marcador
eletroquimico, o anticorpo anti AFB; conjugado com a enzima peroxidase (HPR).

A Figura 51 apresenta o esquema das interacOes intermoleculares que ocorrem entre o
anticorpo primério e o anticorpo secunddrio com a molécula de aflatoxina B;. Esta

configuracdo de interacdo (Ac-Ag-Ac*) € conhecida como método sanduiche.

Figura 51. Interacdo do anticorpo e do anticorpo marcado com a molécula de AFB,.

A primeira etapa no desenvolvimento do imunossensor amperométrico foi a
determinagdo do melhor potencial a ser aplicado nas medidas de cronoamperometria. Por essa
razdo, foram realizados experimentos de voltametria de varredura linear para verificar o
potencial de reducdo da reac@o enziméatica mediada pelo 5-ASA.

A reacdo enzimética da peroxidase (HRP) monitorada ocorre em 3 etapas®:

HRP(Fe3+) + H,O, — Composto I + H,O )
Composto I + AH — Composto IT + A 2)
Composto IT + AH — HRP(Fe™) + A + H,O (3)

A enzima catalisa a reducado do perdéxido de hidrogénio, oxidando o grupo heme (1). A

enzima oxidada (Composto I) é reduzida ao Composto II (2) que € ainda mais reduzido,
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regenerando a enzima (3). Os agentes redutores (AH) como o 5-ASA sao capazes de doar
elétrons para os compostos I e II. Consequentemente, a reducdo da espécie A na superficie do
eletrodo pode ser empregada para o monitoramento da reacdo catalisada pela peroxidase.

A Figura 52 mostra o comportamento do imunossensor completo e sem o antigeno
(branco) em solucdo tampao citrato-fosfato 0,1 mol L pH 5,0, na presenca e auséncia de
H,O, e 5-ASA. E observa-se que ocorre uma pequena diferenca de corrente entre o
imunossensor completo e o branco em aproximadamente —0,150 V. Provavelmente essa
diferenca foi tdo pequena devido a baixa sensibilidade da técnica e pelo eletrodo ja ter
passado por um grande intervalo de potencial, o que pode ter alterado as modificacdes na

superficie de ouro. Para as etapas subsequentes, foi adotado o potencial de —180 mV.

0- E— - —_—
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-40 1,01
< 60 ] P -
3 ] 2 20
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Figura 52. Voltamogramas lineares dos CDtrodos modificados com SAM, Ac, BSA, Ag e Ac* e em
solugdo de tampao citrato-fosfato 0,1 mol L' pH 5,0 (==), em solucdo tampao + 5-ASA
(==), em solu¢do tampao + H,O, (=), solucdo tampdo + 5-ASA /H,0, (==) e CDtrodos
modificados com SAM, Ac, BSA em solugdo tampao + 5-ASA/H,0, (=) vs
AglAgCIIKCly; v = 50 mV s'. Inset: ampliagio da regido de corrente entre
+0,5 e 4,0 pA.

Em seguida, foi analisada a melhor diluicdo do anticorpo conjugado com HRP. Para

isso, empregou-se as diluicdes de 1:500, 1:2000 e 1:4000 e fixou-se as concentra¢des do H,O,
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e 5-ASA em 3,5 ¢ 0,5 x 10” mol L', respectivamente. Observa-se que a regiio que apresenta
menor corrente € que possui a maior variagdo de corrente em um determinado intervalo de
diluigdo € proximo a 1:2000 (Figura 53). Portanto, nos experimentos seguintes utilizou-se esta

diluicao do anticorpo anti-ABF; conjugado com a peroxidase.

-0,2

0,4
-0,6 u

-0,8

I/uA

" -1,0
1,2

1,4 }

'136 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Dilui¢ao Ac* x 103

Figura 53. Efeito da dilui¢do do anticorpo conjugado com a enzima peroxidase.

Ap6s a definicdo da melhor dilui¢do do anticorpo secundario, foi construida uma

curva analitica do imunossensor amperométrico. Foi utilizada a solu¢do de AFB; no intervalo
~ -1 - -1 X

de concentragdo de 5 x 10 “a1x10° mol L , mas ndo foi observado um comportamento

linear neste intervalo (Figura 54).
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Figura 54. Curva analitica da concentragdo de aflatoxina B; do imunossensor amperométrico para o
intervalo de 5x 10" a 1 x 10° mol L.
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Selecionou-se, entdo, o intervalo de 5 x 10® a 1 x 10°® mol L' da curva analitica da
Figura 54, por apresentar boa linearidade, com coeficiente de relagdo de 0,99597 (Figura 55).
No entanto, esta curva foi construida utilizando-se apenas quatro pontos, por essa razao
experimentos com novas concentracdes dentro deste intervalo linear serdo realizados para a

obtencdo de uma curva analitica mais confidvel.
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Conc. g, x 10/ mol L1

Figura 55. Curva analitica da concentra¢do de aflatoxina B; do imunossensor amperométrico para o
intervalo de 5x 10°a 1 x 10° mol L™
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5. CONCLUSOES

O trabalho envolveu a simplicidade na constru¢do do CDtrodo, porém o entendimento
das reacdes nas diferentes etapas do desenvolvimento dos imunossensores exigiu um grande
numero de experimentos utilizando técnicas eletroquimicas. Os experimentos compreendem
desde a modificacdo da superficie de ouro (CDtrodo) com SAM, ativacdo da monocamada,
imobilizacdo do Ac (SAM-Ac), bloqueio da superficie com BSA, imunoensaios Ac-Ag e
Ac-Ag-Ac* até o monitoramento da reacdo enzimdtica. Técnicas de microscopia foram
usadas na caracterizacdo das superficies modificadas e sem modificacdes para assegurar os
procedimentos realizados. Cabe ressaltar que na otimizagdo da metodologia analitica foi
empregado o planejamento fatorial.

A modificacdo da superficie do CDtrodo de ouro com p-aminotiofenol e proteina A
ndo propiciou a imobilizacdo do anticorpo anti-aflatoxina B; Por essa razdo, a formacdo da
monocamada auto-organizada foi realizada com o é4cido lipdico 1 x 10~ mol L, tempo de
incubagdo de 2 horas e ativagdo do grupo carboxilico via EDC/NHS 0,4 x 10°/0,1 x 107
mol L™ com incubacdo de 1 hora a temperatura ambiente.

Os estudos quimiométricos via planejamento fatorial mostraram-se uma boa
ferramenta para a otimizacdo das diferentes etapas de modificacdes. Pois a partir destes
estudos pode-se verificar que as melhores condicdes das seguintes etapas: imobilizagdo do
Ac-AFB; (diluicdo de 1:2000 e 1 hora de incubacdo), bloqueio da superficie com BSA 0,5% e
imunorreacdo com o Ag, com tempos de incubacao de 1 hora e 30 minutos, respectivamente.

A partir das imagens de AFM foi possivel verificar que existe diferenga da camada
metdlica entre os diferentes tipos de CD de ouro e foi possivel observar também, juntamente
com as imagens obtidas através da FE-SEM, que a imobiliza¢do do anticorpo ocorre tanto nas
trilhas de gravagdo como nas cavidades do CD-R.

O imunossensor impedimétrico mostrou-se eficiente e de baixo custo para a deteccao

de aflatoxinas B; em amostras de amendoim.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Investigacdo de algumas condicdes no desenvolvimento do imunossensor amperométrico,
como a concentracdo do H,O, e do 5-ASA e o tempo de incubacdo do eletrodo no
eletrélito de suporte contendo substrato e mediador;

2. Aplicagdo dos imunossensores desenvolvidos em vdrias outras amostras alimenticias;

3. Comparagdo do método proposto com outras técnicas, como ELISA e fluorimetria.
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