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RESUMO

No presente trabalho é descrito o desenvolvimento de um eletrodo que utiliza pela primeira vez
0 acido xanturénico (AX) como sonda eletroquimica, através de um simples e eficiente eletrodo
impresso de carbono modificado com nanomateriais, ativado com AX e imobilizado com
aptamers para deteccdo da aflotoxina B1 (AFB1). A superficie sensora foi caracterizada por
meio das técnicas voltamétricas como: voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria
ciclica (VC), as quais foram utilizadas para estudar o comportamento dos eletrodos
modificados, para a otimizacdo dos parametros experimentais e obtencdo dos parametros
cinéticos, como estudo de velocidade e pH. A espécie eletroativa, quinona/hidroquinona, foi
eletrodogerada in situ no elétrodo modificado com nanomateriais e AX , ap6s ciclos na faixa
de potencial entre 0,5 e -1,0 vs. Ag na primeira varredura em tampao fosfato 0,1 mol L*(pH
5,5) com velocidade de varredura de 50 mV s, Posteriormente ao processo de ativacio, a faixa
de potencial em torno do par redox quinona/ hidroquinona foi selecionada e os voltamogramas
foram registrados em diferentes velocidades (5-20 mV s?), em seguida foi realizada
imobilizagdo de aptamer, aplicado com intuito de testar a atividade eletrocatalitica para
oxidacdo da AFB1. Além disso, a espécie eletroativa gerada na superficie eletrodica, apresentou
inibicdo frente ao aptamer imobilizado ao reagir com AFBL1, acarretando uma retencao de carga.
Sendo assim, a partir dos resultados obtidos o aptasensor eletroquimico desenvolvido

demostrou-se uma alternativa promissora a ser aplicado em testes com amostras reais.

Palavras-chave: Sensor, Acido xanturénico, Aptamers, Aflotoxina B1.



ABSTRACT

In the present work we describe the development of an electrode that uses xanturenic acid (AX)
for the first time as an electrochemical probe, through a simple and efficient Aano-activated,
nanomaterial modified carbon printed electrode immobilized with aptamers for the detection of
aflotoxin. B1 (AFB1). The sensor surface was characterized by voltammetric techniques such
as differential pulse voltammetry (VPD) and cyclic voltammetry (VC), which were used to
study the behavior of modified electrodes, to optimize experimental parameters and obtain
Kinetic parameters. as a study of speed and pH. The electroactive species, quinone /
hydroquinone, was electrogenerated in situ on the modified nanomaterials and AX electrode
after cycles in the potential range between 0.5 and -1.0 vs. Ag at first sweep in 0.1 mol L*
phosphate buffer (pH 5.5) with sweep rate of 50 mV s™. After the activation process, the
potential range around the redox quinone / hydroquinone pair was selected and the
voltammograms were recorded at different speeds (5-20 mV s?), then aptamer immobilization
was performed, applied with the intention of to test the electrocatalytic activity for AFB1
oxidation. In addition, the electroactive species generated on the electrode surface showed
inhibition against the immobilized aptamer when reacting with AFB1, causing a charge
retention. Thus, from the results obtained the electrochemical aptensor developed showed a

promising alternative to be applied in tests with real samples.

Key-words: Sensor, Xanturenic Acid, Aptamers, Aflotoxin B1.
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1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos paises lideres na producao de alimentos agricolas e
de commodities, bem como possui 6étimas condi¢bes para o desenvolvimento de fungos
micotoxigénicos (PEREIRA, K. C. et al, 2011). Sendo assim, existem fungos que encontram
condicBes favoraveis ao seu crescimento em todo processo da producgdo agricola, desde o
cultivo e colheita ao transporte e armazenamento, resultando em efeitos prejudiciais sobre a
salde humana e animal, sendo capazes de induzirem efeitos carcinogénicos, hepatotéxicos e
mutagénicos.

A crescente preocupacdo dos paises importadores quanto & presenca de micotoxinas
nos alimentos tem levado a elaboracdo de legislacdes cada vez mais rigidas no que concerne
aos niveis maximos permitidos. O Brasil, a exemplo de outros celeiros mundiais, devera
enfrentar em breve, dificuldades cada vez maiores para exportar seus produtos agricolas.
Estudos conduzidos no pais tém comprovado que muitos alimentos, racfes e ingredientes
apresentam niveis muitas vezes superior ao permitido pela legislagéo brasileira e internacional
(ANVISA, 2011; EMBRAPA DOCUMENTOS 110, 2017). Estimativas da FAO calculam que
as perdas mundiais com a contaminacdo de alimentos por micotoxinas situam-se ao redor de
25% de toda a producdo. Estas estimativas sdo tedricas porque nao existe um pais que mantenha
um controle total sobre a qualidade dos alimentos que produz e nem avalie o valor de suas
perdas (FRIZZARIN, A. et al, 2012).

Entre as micotoxinas, 0 grupo mais relevante sdo as aflatoxinas, produtos
carcinogénicos pertencentes as espécies Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e
Aspergillus nomius. Foram identificados quatro tipos de aflatoxinas: AFB1, AFB2, AFGL,
AFG2, mais dois metabolitos adicionais: AFM1 e AFM2, sendo AFB1 classificado como o
mais abundante e perigoso (CASTILLO,G. et al, 2015). A toxicidade das aflatoxinas é devida
a uma ligacao dupla no seu anel, considerado o centro ativo da molécula, e responsavel pela
sua fluorescéncia. No ser humano, a aflatoxina B1 (AFB1) é rapidamente absorvida pelo
sistema gastrointestinal, o que facilita a sua circulagdo na corrente sanguinea (ANDRADE, A.
V., 2017). Vé-se entdo a necessidade de monitorar tal composto.

Varios métodos tradicionais foram desenvolvidos para detec¢do e quantificacdo de
micotoxinas, tais como a técnica de ELISA (ROSSETO, R. L. et al, 2013; RODRIGUEZ, C.
Y. et al, 2014) ; cultura microbioldgica; testes de identificagcdo microscopica ou cromatografia

em camada fina (TLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia
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gasosa/espectrometria de massas (CG-MS). Porém, varias desvantagens podem ser apontadas,
como: nao determinam se os fungos encontrados podem ou ndo produzir micotoxinas, tempo
de andlise relativamente alto; apenas detecta uma micotoxina de cada vez e normalmente séo
necessarios testes adicionais para confirmar sua presenca, alta incidéncia de resultados falso-
positivos, relativamente caro em relacdo a outros métodos de andlise e necessidade de testes
adicionais para confirmacdo (LATTANZIO, V. M.T. et al, 2009; YU, C. et al, 2010;
ANDRADE, P. D. et al, 2013) levando a inviabilidade de investimento do ponto de vista
operacional e pratico.

Todavia, os métodos eletroquimicos tém recebido atencdo consideravel devido
a vantagem de resposta rapida, instrumentacdo barata, operacdo simples, economia de
tempo, alta sensibilidade e seletividade, deteccdo em tempo real devido a condicdo
in situ (YIN et al., 2010). Por outro lado, os métodos eletroquimicos apresentam uma série de
inconvenientes, e estes podem estar atrelados a fase sensora dos dispositivos eletroquimicos.
Neste sentido, a modificacdo estratégica da interface tem sido o foco de muitos trabalhos
reportados por varios grupos de pesquisa ao longo de décadas (LIMA et al., 2008).

De acordo com a literatura, uma alternativa para a modificacdo da fase sensora, tém-
se a construcdo de biosensores com a utilizacdo de aptamers, 0s polimeros impressos
molecularmente, adsorcéo de materiais, entre outros. Estes sensores apresentam vasta aplicacéo
nas industrias de alimentos (ZHENG et al, 2006) e bioprocessos, no qual o monitoramento em
tempo real € muito valioso, ou ainda em aplicacGes ambientais (DIAS, A. D. et al, 2014) onde,
tanto a industria quanto os orgédos de vigilancia ambiental, necessitam de sensores para analise
quantitativa ou diferencial de inimeros despojos industriais.

Sendo assim, o cerne do presente trabalho € estudar alternativas para evitar
inconvenientes, como, a passivacdo gradual da interface que impacta diretamente no
desempenho dos sistemas desenvolvidos. Assim, esta pesquisa faz uso de materiais simples e
inovadores, destacando-se 0s processos de construcdo de biosensores com a imobilizagdo de
aptamers, sensores impressos de carbono, utilizacdo de nanomateriais e 4cido xanturénico como
mediador para a trasnferéncia de elétrons na surperficie do eletrodo.

Desta forma é possivel pré estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo-solucdo como uma forma de alterar o limite de detec¢éo e de quantificacdo
do sensor base, favorecendo assim, o desenvolvimento de eletrodos vantajosos de facil
operacdo, baixo custo, susceptiveis & miniaturizacdo com possibilidade de portabilidade,
agregando, portanto, viabilidade de investimento tanto do ponto de vista de producédo em escala

industrial quanto no que diz respeito a aplicabilidade em andlises de campo.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Micotoxinas

O termo micotoxina é derivado da palavra grega Mykes que significa fungo e Toxicum
que significa veneno ou toxina (SANTOS, M.C. et al, 2014). Sabe-se que, as micotoxinas sdo
metabdlitos secundarios, biossintetizados e excretados através de um conjunto de vias
metabolicas, ndo essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do organismo com variado grau
de toxicidade que podem apresentar propriedades especificas e causar alteracdes patoldgicas ou
funcionais. Entre os géneros fangicos envolvidos na producdo de micotoxinas destacam-se:
aspergillus sp, penicilium sp e fusarium sp. As espécies de aspergillus sp e penicillium sp
costumam contaminar alimentos durante a secagem e 0 armazenamento, enquanto que as
espécies de fusarium sp contaminam as plantas antes ou depois da colheita (HERMANNS, G.
ET AL, 2006).

Pesquisas revelam os efeitos neurotoxicos, hepatotoxicos e/ou carcinogénicos das
micotoxinas em humanos e animais, pela ingestdo de alimentos contaminados, como 0s graos
de cereais (milho, trigo, cevada, arroz, aveia dentre outros), as frutas (uva, cacau, café e maca)
e sementes oleaginosas (amendoim, castanha do Brasil e nozes). Os alimentos contaminados
por fungos filamentosos, ao serem ingeridos, permitem que os metabdlitos gerados pelo fungo
invadam tecidos ou fluidos do hospedeiro, causando um serie de danos para a saude publica e

animal.

A contaminacdo dos alimentos pode ocorrer no campo, antes e apo6s a colheita, e
durante o transporte e armazenamento do produto (BITTENCOURT, C.A.F, et al, 2003) pois
as micotoxinas sdo produzidas em ambientes adequados, sobre substratos apropriados e por
linhagens fungicas especificas (ICB, 2014). As aflatoxinas, por exemplo, sdo micotoxinas
produzidas por linhagens de fungos do género aspergillus sp, as quais naturalmente podem se
desenvolver em alimentos. Essas micotoxinas tém sido detectadas em sementes de culturas com
importancia mundial como: amendoim, milho, sementes de algodao, nozes, améndoas, figos,

pistaches, especiarias, leite, queijo, frutas e em uma variedade de outros alimentos e bebidas.
2.1.1. Aflatoxina
As aflatoxinas possuem toxidade aguda e cronica, devido a capacidade de ligar-se a

acidos nucleicos e nucleoproteinas celulares, resultando em efeitos deletérios sobre a sintese de

proteina na celula. Todas as aflatoxinas produzem efeitos diversos e a aflatoxinas B1 (AFB1)
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exprime maior toxidade, considerada a mais carcinogénica de acordo com a Agéncia
Internacional de Investigacdo sobre o Cancro (IARC), seguida pelas aflatoxinas G1, B2 e G2.
A ingestdo de AFB1 por humanos e animais podem causar hepatite toxica, hemorragia, edema,
imunoccupressao, carcinoma hepatico e consequentemente morte (NAKAL, V. K et al, 2008;
IDRIS, Y. M. Aetal, 2010).

As aflatoxinas B1 e B2 séo produzidas por A. flavus e A. parasiticus, e as aflatoxinas
G1 e G2 produzidas por A. parasiticus (RODRIGUES,P. et al. 2009). Recentemente a espécie
A. nomius também se tem mostrado produtora de aflatoxinas B1 e B2 (PERERSON, S.W et al.
2001). Em condicGes ambientais adequadas a produgdo das aflatoxinas nos alimentos é réapida,
nomeadamente em condigdes de chuva e orvalho em periodos quentes. Desta forma, podem ser

encontradas em alimentos de regibes com temperatura e humidade elevadas (JAY, J. 1997).

Ademais de acordo com a legislacdo brasileira, através da resolucdo RDC N° 7,
dispostas no portal da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), dispde sobre os
limites m&ximos tolerados (LMT) para aflotoxina bl em alimentos para consumo humano,
como amendoim, nozes e améndoas podem ter LMT variando de 5 a 10 pg/kg. Dado ser
praticamente impossivel a eliminacdo total das aflatoxinas nos alimentos, € necessario as
precaucdes adequadas, procurando reduzir ao maximo os niveis de aflatoxina nos alimentos
humanos e do gado, visto que a mesma pode trazer uma serie de problemas a saide humana e

animal.

Dados epidemioldgicos implicam o AFB1 como um componente do cancer de figado
em humanos em certas partes do mundo (PERRONE, G. et al., 2017). Quando o AFB1 é
ingerido, é biodegradado no figado pelo sistema enzimatico do citocromo P450.
Posteriormente, o0 AFB1 pode se ligar a macromoléculas celulares, incluindo o material
genético (proteinas e DNA), formando adutos com acidos nucléicos. Esses adutos se tornam
um anel aberto estavel derivado da formamidopiridina e o reparo dessas lesdes leva ao
aparecimento de cancer e mutacOes genéticas. (CAMPAGNOLLO, F. B. etal., 2016).

A estrutura quimica deste grupo é caracterizada pela ligacdo de dihidrofurano ou
tetrahidrofurano a uma estrutura cumarinica (KAWASHIMA,L.M., 2004). A seguinte imagem
apresenta as formulas quimicas das principais aflatoxinas (Fig. 1), com base na fluorescéncia
delas sob luz ultravioleta (B=Blue, G=Green) e na sua mobilidade durante a realizacdo de

cromatografia de camada delgada.
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Figura 1: Estruturas quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.
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Autor: SCUSSEL, V. M., 1998.

O metabolito mais importante é a aflatoxina B1 (AFB1), devido a sua elevada
hepatotoxicidade e maiores concentragdes nos substratos. A forma ativada da AFB1 é o
composto identificado como 8,9-ep6xido de AFB1, originado através da epoxidacdo da dupla
ligacdo do éter vinilico, presente na estrutura bi-furandide da molécula de AFB1 (Fig. 2)
(UFSC, 2010).

Figura 2: Mecanismo de acdo da aflatoxina B1.
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Este composto é altamente eletrofilico e capaz de reagir rapidamente, através de
ligaces covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como 4cido
desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas. A ligacdo da AFB1-epoxido
com o DNA modifica a sua estrutura e, consequientemente, sua atividade biolégica, originando
assim os mecanismos basicos dos efeitos mutagénicos e carcinogénicos da AFB1 (UFSC,
2010).

Inmeros métodos para determinacdo de aflatoxinas tem sido desenvolvidos, sendo
assim, como foi supracitado, as técnicas de deteccdo eletroquimica tém recebido consideravel
atencdo,visto que o campo da eletroquimica esta centralizada na transferéncia de elétrons,
particularmente, nos processos relacionados a interface eletrodo/solucéo e desempenha papéis
relevantes em varias areas, sejam elas fundamentais e/ou aplicadas. Com isso, ©
desenvolvimento de sensores eletroquimicos vem aumentando, principalmente devido aos
novos desafios impostos por amostras de interesse industrial, clinico e ambiental, o qual tem
levado a uma crescente busca por sensores com melhores caracteristicas, tais como precisao,
rapidez na resposta, alta sensibilidade, seletividade e estabilidade ( CIOBANU et al., 2007,
WONG, 2010).

2.2. SENSORES QUIMICOS

Os sensores quimicos sao dispositivos que tem por objetivo detectar a presenca de uma
ou varias espécies quimicas, frequentemente presentes em amostras complexas, capazes de
transformar informacdes quimicas em um sinal analiticamente til. De forma geral, os sensores

sdo ordenados em duas classes:

1- Sensores fisicos: Dispositivos usados para medir quantidades de forca, pressao,
temperatura, velocidade e muitos outros (BANICA, 2012).

2- Sensores quimicos: Dispositivos usados para detectar substancias empregando um
elemento receptor quimico, que engloba biossensores, 0s quais utilizam um receptor
biologico como forma de identificagdo dde substancias (CAPELETTI, 2010).

Os sensores quimicos podem reconhecer um ou mais analitos por meio de uma reagao
guimica na interface sensor-amostra, podendo ser aplicado para amostras de origem bioldgica

ou ndo (CAPELETTI, 2010). Na figura 3 € possivel observar um modelo esquematico dos
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principais componentes de um sensor quimico, mostrando o caminho desde a interagdo do

analito com a fase sensora até a obtencdo da resposta tanto qualitativa quanto quantitativa.

Figura 3: Modelo esquematico dos principais componentes de um sensor quimico.

Elemento de Elemento
reconhecimento Transdutor

Elemento
Comunicador

e ™
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Analito: enzimas, antibidticos,
Metabolitos e etc.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

Neste modelo esquematico é apresentado o elemento de reconhecimento, o transdutor e
0 comunicador. Na parte de reconhecimento de um sensor, € onde ocorre a interacdo de forma
especifica com o analito, gerando uma alteragdo em um ou mais parametros fisico-quimicos e
assim é possivel obter uma informacdo quimica, a qual, é transformada numa forma de energia
gerando uma variacado de sinal, que pode ser medido pelo transdutor. O transdutor € responsavel
por converter o sinal gerado que transporta a informacéo quimica sobre a amostra, num sinal
analiticamente mensuravel e a parte do comunicador é responsavel por transportar o sinal

analitico ao equipamento.

Os sensores quimicos possuem alguns aspectos que os fazem ser bastante requerido em
analises quimicas, como também podem fazer com que o sensor em questdo ndo seja suficiente
para tais processos, caracteristicamente, o sensor deve obedecer alguns requisitos importantes
para fins comerciais, como : Sensibilidade, reprodutibilidade, de baixo custo, com resposta
rapida, de facil fabricacdo e estavel (LIU, 1995). Todos estes fatores supracitados sao levados
em consideragdo na criacdo de um sensor quimico, todavia temos também a especificidade, que
é uma das questBes mais importantes na deteccdo quimica. Ela determina a utilidade do sensor
para qualquer aplicacdo. Pode ser definida como a capacidade de um sensor para responder
principalmente a apenas uma espécie (analito) na presenca de outras espécies. Existem classes
gerais de seletividade: baseada no equilibrio e baseada na cinética. Ambos os tipos dependem

de interac@es especificas da molécula do analito com a camada seletiva (JANATA et al., 2009).
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Existem milhGes de espécies quimicas, portanto a seletividade é de primordial
importancia; a aquisicdo de "sinais falsos" e/ou sua interpretacdo errada poderia ser desastroso.
Neste contexto, percebe-se que apesar das vantagens que 0s sensores podem promover, existe
algumas desvantagens como a falta de seletividade em sistemas complexos, além de passivacao
gradual da superficie do eletrodo por adsorcdo, necessidade de aplicar sobretensGes para
oxidacdo ou reducdo da espécie em estudo, sdo evidenciadas de certas inconveniéncias
eletrodos sdo utilizados individualmente (FREIRE et al, 2003).

Uma das estratégias para evitar tais problemas no tocante a seletividade é envolver o
reconhecimento de uma espécie quimica levando-se em consideracdo sua forma, isto é,
estereoespecificidade (HAUPT et al.,, 2011). Dessa forma, uma area que tem crescido
significativamente com potencial para minimizar as desvantagens apresentadas acima, é a dos
eletrodos quimicamente modificados (EQM), os quais, constituem um sistema de eletrodos
relativamente moderno que pode ser utilizado em amplos campos da investigacdo

eletroquimica.

2.3. ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS (EQM)

As superficies dos eletrodos sdo modificadas na tentativa de tornar possivel uma
funcdo eletroquimica impraticavel ou dificil de se realizar usando eletrodos convencionais
(EDWARDS G. A. et al, 2007). Os pioneiros dessa engenharia sdo Lane, Hubbard, Murray e
Miller. H& mais de quatro décadas, uma extensa pesquisa foi dedicada ao projeto de diversas
formas de materiais de eletrodo, envolvendo um importante desenvolvimento nesta area.
Assim, o uso desses eletrodos quimicamente modificados como ferramentas para sintese,
analise, eletrocatalise e detec¢do de biomoléculas mostrou-se atrativo e muito interessante
(OURARI et al., 2015).

Em particular, um eletrodo quimicamente modificado é um material condutor ou
semicondutor, revestido com um filme monomolecular, multimolecular, idnico ou polimérico,
que modifica as propriedades eletroquimicas da interface. Os substratos condutores e
semicondutores sdo derivados de materiais de eletrodos convencionais e podem ser fabricados
comercialmente ou no préprio laboratério, alguns materiais sdo mais convenientes para
modificacdo, como Au, Pt, Ag, eletrodo de carbono e nanofibras de carbono, enquanto que os
modificadores sdo amplamente diversificados em suas origens e propriedades. (EDWARDS,A.
et al, 2007).
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A modificacdo da superficie do eletrodo melhora o desempenho de um eletrodo como

um dispositivo, sensor, de varias formas (SHARMA et al., 2018):

e A modificacdo quimica limita o acesso a interferéncia e fornece melhor seletividade
para a molécula alvo, como resultado de interagdes especificas do material de
modificagdo com a molécula alvo.

e O material de modificacdo atua como um mediador rapido na transferéncia de elétrons
entre a molécula alvo e o eletrodo que induz a rapida oxidacdo ou reducdo do alvo. Isso
resulta em um deslocamento para menores potenciais que acarreta na diminuicdo de
energia, que por sua vez, permite um melhor pico de separacao entre diferentes analitos.

e Melhor sensibilidade é observada com os materiais de revestimento tendo grande area
superficial devido a atividades eletrocataliticas melhoradas.

e Leva a rapida difusdo e pré-concentracdo da molécula alvo na superficie do eletrodo.

e Reduz o efeito de incrustacéo.

Assim é possivel construir eletrodos para diversos propdsitos e aplicacdes, tais como:
conversdo e armazenamento de energia solar, sintese eletro-organica seletiva, “displays”,
dispositivos, protecdo a corrosdo e eletroanélise. A possibilidade de manipular a arquitetura
molecular da matriz de um eletrodo e em particular de sua superficie tem gerado uma ampla
gama de aplicacdes analiticas dos EQMSs e criado uma nova visao para a eletroanalise (RADI,
2010).

Outro ponto importante nos EQM refere-se ao método de fixacdo dos modificadores
na superficie do eletrodo, pois além dos substratos terem que apresentar caracteristicas
eletroquimicas apropriadas, devem ser adequados para 0 método de imobilizacdo a ser utilizado,
sendo assim, os métodos de modificacdo sdo geralmente agrupados em quatro categorias
principais: adsor¢do  (SOUZA, 1997), ligacdo covalente (SOUZA, 1997),
aprisionamento/encapsulacdo (CAPELETTI et al., 2019), polimerizacdo/filmes Poliméricosa
(TARLEY, C. R. T. et al, 2005), a escolha dependera do método de modificacdo selecionado
para a construcdo do sensor, desde sua base técnica de imobilizacdo até a identificacdo do

analito em estudo.

Por esta razéo, entre 0s materiais utilizados para a construcdo do sensor, 0S
nanomateriais de caborno vem recebendo notoriedade e sendo continuamente descritos na

literatura devido as suas propriedades fisico-quimicas e variacfes na condutividade, em funcéo
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da adsorcéo de moléculas alvo facilmente detectaveis, gerando sensores com baixo limite de
deteccdo e alta sensibilidade. ( HERBST, M. H et al, 2004)

2.3.1. Nanomateriais (NMs) de Carbono

Dentre 0s novos materiais desenvolvidos, devido ao avanco da nanociéncia e
nanotecnologia, 0s nanomateriais (NMs) de carbono merecem destaque por serem considerados
versateis, ndo toxicos, garantindo baixo risco no manuseio e armazenagem, além da prépria
riqueza e diversidade do carbono. A Comissdo Europeia emitiu em 2011 uma recomendacéo
sobre a definicdo de NMs, definindo os nanomateriais como um material natural ou fabricado,
gue contém particulas num estado desagregado ou em forma de agregado/aglomerado e em cuja
distribuicdo numero-tamanho 50% ou mais das particulas tém uma ou mais dimensdes externas
na gama de tamanhos compreendidos entre 1 nanémetro e 100 nanémetros. (COMISSAO
EUROPEIA,2011; LOURO, H. et al, 2013; GIGAULT, J. et al, 2018)

Os NMs por apresentarem caracteristicas unicas e atrativas, conseguem aplicar-se a
inlmeras areas podendo ser preparados e sintetizados por varios métodos como: biossensores,
biossensores oticos, fluorescéncia e dentre outros. Ademais, apresentam diversas utilidades e
aplicacOes na area farmacéutica, sobretudo na detecgdo e diagnostico de varios alvos, como
macromoléculas (proteinas, DNA e RNA), virus (a exemplo do VIH), e células bacterianas.
Outras aplicacBes desses nanomateriais € no setor de cosmeticos, industria alimentar,
eletrénica, engenharia de maquinas, industria de construcdo ou no campo ambiental.
(VALIZADEH, A., 2015; VALIZADEH, A. et al, 2017; PROKOPEC, V. et al, 2018)

Devido a reduzida dimens&o das particulas e as modifica¢es que ocorrem ao nivel da
estrutura destes materiais, conduzindo ao aumento da area superficial em relacdo ao volume,
isto €, ao aumento do nimero de moléculas/atomos, conseguem alcancar propriedades de Unicas
na superficie, comparativamente aos materiais com as mesmas composi¢des fisico-quimicas,
mas de maiores dimensdes. Isso permite-lhes modificar a reatividade e melhorar as suas
propriedades no campo 6tico, eletroquimico e mecanico. Devido a descoberta destes tipos de
propriedades, tém evidenciado um crescimento e evolucgédo significativos na sua utilizagdo ao
longo dos altimos anos. (VALIZADEH, A., 2015; VALIZADEH, A. et al, 2017; PROKOPEC,
V. et al, 2018)

Ademais, desde a primeira aplicagdo dos NMs em eletroquimica por Britto et al.,

(1996), numerosos grupos de pesquisa trabalharam com a construcdo de sensores
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eletroquimicos utilizando esses nanomateriais, 0s quais, possibilitam a imobilizacdo de
mediadores organicos, inorganicos, bioldgicos e também por processos de polimerizacdo em
eletrodos modificados. O uso dos mediadores redox e NMs em uma matriz pode gerar sinergia
em termos de melhorar o desempenho do sensor e também oferecem formas mais eficientes de
comunicacdo entre os eletrodos dos sensores e 0s sitios redox ativos de moléculas bioldgicas
(DUMITRESCU, I. et al, 2009).

A funcdo de um mediador redox é intermediar a transferéncia de elétrons entre o
eletrodo e a espécie de interesse, onde a reacdo eletroquimica ocorre sem que ele proprio
participe da reagdo. Este tipo de troca indireta de elétrons entre o substrato e o eletrodo é referida

como transferéncia eletrénica mediada (MASA, J. et al, 2016).

As caracteristicas mais importantes, que sao essenciais para a funcdo de mediadores
redox sdo (i) taxa de transferéncia de elétrons rapida, tanto com o substrato de interesse quanto
a superficie do eletrodo, (ii) potencial redox baixo, a fim de evitar co-oxidacao ou co-reducao
de compostos interferentes, (iii) estabilidade quimica suficiente da forma oxidada e reduzida, e
(iv) baixa energia de reorganizagdo para permitir a rapida transferéncia de elétrons mesmo sobre
distancias significativas de transferéncia de elétrons (RATHEE, K. et al., 2016).

Nessa perspectiva, o processo de imobilizacdo de mediadores tem um papel
fundamental nas caracteristicas dos sensores e biossensores. Uma das justificativas diz respeito
a orientacdo e a proximidade das moléculas do mediador a superficie eletrodica, podendo
favorecer na transferéncia de elétrons. A imobilizacdo deve ser realizada de tal forma que o
mediador esteja em contato direto com o eletrodo, mantendo sua atividade, proporcionando a
livre difusdo de substratos e produtos na camada biocatalitica (Assis, F., 2009). Problemas
como a oxidagdo de substancias interferentes e envenenamento do eletrodo sédo objecdes
comumente observadas em alguns eletrodos, devido a necessidade de aplicacdo de potenciais

elevados.

Neste contexto, uma das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicado foi a
utilizacdo de mediadores redox imobilizados sobre a superficie do eletrodo, visto que, 0s
nanomateriais permitem a imobilizacdo de mediadores tanto de origem biolégica, quanto
inorganica, organica ou por processo de polimerizacdo em eletrodos modificados. Varios
materias estdo sendo explorados para o desenvolvimento de novas interfaces e entre estas
interfaces, destaca-se a aplicacdo de compostos fendlicos. Fenois sdo uma classe de substancias
quimicas constituidas por hidroxila (-OH) ligado a um anel aromatico. Na eletrooxidagdo do

fenol e seus derivados, sdo gerados radicais fenoxila, que podem ser oxidados ou acoplados,
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formando compostos oligoméricos ou poliméricos com funcdes éter e quinona, (EZERSKIS,
Z. etal, 2001).

Diferentes classes de compostos fendlicos estdo presentes na literatura e sdo utilizados
como mediadores redox para analise de compostos de relevancia bioldgica, dentre eles o acido
Xanturénico (AX), 4,8-diidroxiquinolina-2-acido carboxilico, vem recebendo notoriedade, pois
€ um antioxidante que esta presente em alguns seres vivos, caracterizado pela presenca do grupo
fenolico em sua estrutura, sendo portanto um composto versatil, polifuncional com atencéo
especial ao grupo hidroxila, o qual pode facilitar o processo de transferéncia de elétrons e ainda
pode ser ativado eletroquimicamente in situ, por meio da oxidacéo irreversivel da hidroxila

fenélica.

2.3.2. Acido Xanturénico

O é&cido xanturénico (AX) é um metabdlito da rota de oxidagdo do triptofano e sua
formacdo a partir do triptofano € um processo que envolve um grande ndmero de enzimas
na rota bioguimica. Um grande ndmero de trabalhos tem mostrado que a concentracao de
triptofano pode estar associada com o estresse oxidativo e 0 AX com 0s estagios patogénicos
da diabetes (ROGER e MOHAN, 1994) e de catarata em idosos (MALINA, 1999). O AX
possui conhecidas propriedades antioxidantes, formando quelatos com varios metais,
especialmente com ferro (MURAKAMI, HANEDA e YOSHINO, 2006).

O processo completo para a formacéo do acido xanturénico, de modo geral, consiste
na oxidacdo triptofano a formilquinurenina, hidrélise da formilquinurenina a quinurenina,
hidroxilagdo da quinurenina & 3-hidroxiquinurenina, transaminacao da 3-hidroxiquinurenina
a um intermediario ceto-acido na cadeia lateral e ciclizacdo do intermediario, levando a

formacéo do acido xanturénico (Figura 4) (HAN et al., 2007).
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Figura 4: Biossintese do acido xanturénico, com suas respectivas enzimas: TD (Triptofano dioxigenase), QF
(Quinurenina Formidase), QAT (Quinurenina aminotransferase), Q3H (Quinurenina 3-hidroxilase) e TA
(Transferaminase).
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Fonte: HAN, 2007

No trabalho realizado por MURAKAMI e colaboradores (2006) foi comprovado que
0 AX pode atuar como um prooxidante pela formacdo de um complexo quelato redox-ativo.
Além disso, uma das razdes para selecionar o acido xanturénico diz respeito aos grupos
fendlicos presente em sua estrutura, os quais sdo passiveis de sofrerem oxidacdo e
subsequentemente reacdes de polimerizagdes gerando assim, dimeros e filmes poliméricos
altamente estaveis e com propriedades eletroativas, imprescindiveis para sua utilizacdo
como mediador redox (ASSIS, F., 2009).

Vérios componentes biolégicos apresentam-se como bio-componentes potenciais a
serem usados em sistemas de sensores quimicos, entre eles: Enzimas (CHAMBERS et al,
2008): Receptores (CHAMBERS et al, 2008); Acido Nucléicos e Aptameros (RAVERA et al,
2007). A maioria dos sensores de DNA ¢ desenvolvida com base na imobilizacdo de uma sonda

feita a partir de uma fita simples de DNA (ssDNA) na superficie de um eletrodo marcada com
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um indicador eletroquimico que reconhece sua sequéncia-alvo complementar (WANG, 2000;
AHAMMAD et al, 2009). Recentemente, os aptameros tém recebido grande aten¢do como

componente de reconhecimento em biossensores (HAN et al, 2010).

2.3.3. Aptamers (APT)

Um avanco importante na pesquisa e desenvolvimento de biossensores tem sido a
producdo de aptamers, ou seja, oligonucleotideos de alta especificidade para ligagdo a uma
molécula alvo de interesse, produzidos in vitro por um processo chamado SELEX (Evolucao
Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial). Esses pequenos fragmentos de
cadeia simples de acido nucléico (DNA ou RNA) aumentam a imobilizacdo e promovem uma
maior seletividade ja que eles mantém a especificidade bioldgica desejada, além de serem
menores e mais simétricos do que os anticorpos convencionais(PRAKASH JS. et al,2015)
ligando-se a seus alvos com alta afinidade e especificidade, semelhantemente ao anticorpo, para

reconhecimento molecular (BALA J. et al, 2018).

Os oligonucleotideos tem estruturas lineares sintéticos, geralmente com 15 a 40
nucleotideos de extensdo, submetidos a muitas interacdes intramoleculares, as quais dobram a
cadeia oligonucleotidica (BELLUZO et al, 2008) fazendo-a adquirir uma conformacéo
tridimensional bem definida e tornando-a capaz de se ligar ao seu alvo com alta afinidade e
especificidade (ZHU et al, 2006). As moléculas-alvo variam desde pequenas moléculas
organicas, ions metalicos, proteinas, microrganismos e de células biol6gicas a estruturas
teciduais (PRAKASH JS. et al,2015 ;ZHANG X. et al, 2016; CATALDO R. et al, 2018). As
elevadas especificidade e afinidade possibilitam que o aptamer se ligue apenas a molécula alvo
de interesse para a qual foi projetado com facilidade e rapidez, sem qualquer interferéncia no
sistema imunoldgico, tornando-o uma opcdo interessante para o diagndstico e tratamento de
doencas (Lu Y. et al, 2010; Wang C. et al, 2015). Eles ainda podem ser utilizados para analisar
0 processo natural de reconhecimento de acidos nucléicos-proteinas, para gerar inibidores de
enzimas, horménios e toxinas com potencial uso farmacolégico, exibindo caracteristicas Unicas
sobre os antibidticos( VOROBYEVA M. et al, 2016; WANG L . et al, 2018).

O interesse em se utilizar aptamers como agentes ligantes especificos a uma molécula-
alvo para aplicacdes em diagndstico e tratamento de doencas se deve a sua relativa facilidade
de obtencao, sem necessidade de uma modelagem estrutural dos sitios receptores para a selecéo

in vitro em larga escala. Os aptamers podem ser quimicamente caracterizado facilitando sua
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incorporacdo em dispositivos de biossensores para uso em uma ampla gama de aplicagdes. Um
tipico sensor eletroquimico baseado em aptamers (aptasensor), faz uso de uma superficie de
eletrodo como plataforma de imobilizagcdo na qual o evento de ligacdo do analito € monitorado
com base nas variagdes eletroquimicas obtidas a partir de indicadores redox. Mesclando a
versatilidade de nanomateriais e aptamers (CASTILLO,G. et al, 2015).

Dessa forma, com a utilizagdo destas monocamadas (hanomateriais, AX, aptamer e o
analito — (AFB1)) aplicadas na superficie do eletrodo, as mesmas, podem ser caracterizadas por
diferentes técnicas para analisar a eficiéncia de cada modificacdo inserida na fase sensora.
Embora a literatura registre muitos trabalhos envolvendo métodos baseados em algumas
técnicas tradicionais, como ja foi supracitado, as mesmas, trazem alguns inconvenientes,
estimulando a busca de métodos alternativos, como os métodos eletroquimicos que tém sido
bastante difundidos para determinacdo de varios compostos, devido a sua senbilidade,
seletividade, simplicidade, custo moderado, rapidez na analise e ainda a possibilidade de serem

automatizados para projetar um dispositivo portatil.

2.4 METODOS ELETROQUIMICOS

Os estudos sobre a Eletroquimica tiveram seu inicio na Italia, ao final do século XVIII
(1791), quando Luigi Galvani (1737-1798) dessecava uma ré e, acidentalmente, percebeu que
ao tocar com certas laminas metalicas as terminag@es nervosas, 0s seus musculos se contraiam;
tal observacdo foi umas das principais evidéncias, e ponto de partida, para os estudos que

culminaram na descoberta e definicdo de corrente elétrica (TICIANELLI, 1998).

Todavia, em 1800 um cientista chamado Alessandro Volta descobriu que ao unir
placas de zinco e prata (eletrodos) por uma pasta e mergulha-las em uma solucdo salina,
observa-se um fluxo de energia. Se o impacto da invencdo de Volta no mundo cientifico foi
otimo, entre as pessoas comuns foi uma imensa descoberta. A novidade era demasiadamente

chocante para ser esquecida, hoje se diz que foi uma "inovagéo cientifica" (TRASATTI,1999).

Em contraste com muitas medi¢es quimicas, 0s processos eletroquimicos ocorrem na
interface eletrodo-solucdo. De todos os métodos disponiveis para o estudo dos processos de
eletrodos, os métodos de varredura em potencial sdo provavelmente os mais amplamente

utilizados, particularmente por ndo-eletroquimicos ( WANG, 2006).
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Eles consistem na aplicacdo de um potencial que varia com tempo no eletrodo de
trabalho. Isto resulta na ocorréncia de reacdes de oxidacdo ou reducdo de espécies eletroativas
em solucdo - a corrente resultante de uma mudanca no estado de oxidacdo da espécie eletroativa
é denominada corrente faradaica porque obedece a lei de Faraday e uma corrente capacitiva
devido ao carregamento da dupla camada (WANG, 2006).

A técnica de varredura em potencial é normalmente utilizada em eletrodos
estacionarios. Seu uso principal é diagnosticar mecanismos de reacdes eletroquimicas, para a

identificacdo de espécies presentes na solucdo (BRETT,1993).

O objetivo das experiéncias eletroanaliticas de potencial controlado é obter uma
resposta de corrente que esteja relacionada com a concentracdo da molécula alvo. O grafico de
corrente versus potencial (i vs E) resultante, conhecido como voltamograma, é um display de
sinal de corrente (eixo vertical) em relacdo ao potencial (eixo horizontal). A forma e magnitude
exatas da resposta voltamétrica é governada pelos processos envolvidos na reagdo do eletrodo.
A corrente total é a soma das correntes faradaicas bem como a corrente capacitiva. Tal objetivo
é conseguido através do controle da transferéncia de elétrons durante o processo redox do
analito (WANG, 2006).

Existem diversos métodos eletroquimicos utilizados para analises quimicas, como

explicitado na figura abaixo:

Figura 5: Métodos Eletroquimicos.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.
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A técnica da voltametria, a qual, € uma técnica eletroanalitica onde as informagdes
qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas
corrente-potencial, feitas durante a eletrolise dessa espécie em uma cela eletroquimica
constituida de pelo menos dois eletrodos, sendo um deles o eletrodo de trabalho e o0 outro um
eletrodo de referéncia. O potencial é aplicado entre os dois eletrodos em forma de varredura,
isto ¢, variando-0 a uma velocidade constante em funcdo do tempo. O potencial e a corrente
resultante sdo registrados simultaneamente, logo, a curva da corrente em funcéo do potencial
obtida é chamada de voltamograma, duas técnicas voltamétricas muito empregadas sdo a

voltametria de pulso e a voltametria ciclica.

2.4.1. Voltametria de Pulso

A voltametria de pulso € baseada na medida da corrente elétrica em funcdo do tempo
de aplicacdo de um determinado pulso de potencial. Os atributos da corrente medida estéo
relacionados com a largura do pulso e com o degrau de potencial que é aplicado no eletrodo
para estimular o processo faradaico. Depois de aplicar um pulso de potencial, a corrente
capacitiva desaparece mais rapidamente do que a corrente faradaica, assim as medidas de
corrente sdo feitas no final dos pulsos diretos e reversos e o sinal obtido, ap6s derivacéo, é dado
como uma intensidade da corrente resultante. Este tipo de amostragem tem a vantagem de um

aumento na sensibilidade e melhores caracteristicas para aplicacdes analiticas.

Existem diferentes tipos de voltametria de pulso, como: Voltametria de pulso normal;
Voltametria de onda quadrada; Voltametria de escada e Voltametria de pulso diferencial. No
entanto, a técnica utilizada no experimento foi a voltametria de pulso diferencial (VPD), a qual,
é caracterizada por ter o potencial da base incrementado entre pulsos, porém esses incrementos
sdo iguais (Figura 6) e ainda é possivel observar que a corrente € medida imediatamente antes
da aplicacdo do pulso e o fim do pulso, sendo a diferenca entre as duas correntes o valor
registrado, conforme é mostrado na figura abaixo. Ao aumentar substancialmente a propor¢édo
entre as correntes faradaica e ndo faradaica, estas técnicas permitem uma quantificacdo

conveniente até ao nivel de concentracdo 10® M (BRETT et al., 1993).
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Figura 6: Esquema de uma VPD
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Fonte: Pacheco, 2013.

2.4.2. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (CV) é uma técnica utilizada constantemente para analisar
espécies eletroativas, sendo possivel determinar mecanismos de reacdo e constantes de
velocidade. Na voltametria ciclica avalia-se de maneira geral a cinética e termodinamica dos
processos eletroquimicos que ocorrem em uma regido de potencial elétrico, sendo escolhida
geralmente como técnica de entrada em varios tipos de experimentos. Esta técnica é
possivelmente a mais usada para a obtencdo de dados qualitativos sobre as reacfes
eletroquimicas. Com a voltametria ciclica é possivel obter informacdes sobre: potencial de
deposicao, sobrepotencial de nucleacéo, reversibilidade da reacao, controle cinético da reacao
entre outros (WANG, 2001).

A técnica consiste em uma varredura triangular de potencial versus tempo (Figura 7A),
ou seja, comeca em um potencial inicial (Ei) onde ndo ha nenhum processo de oxidagao ou
reducdo de interesse até um segundo potencial (Ev) onde ha a inversdao da varredura até o
potencial final (Ef) (Figura 7A), geralmente a uma mesma velocidade de varredura (GREEF et
al., 1985). Dependendo do objetivo do estudo podem ser feitos somente um ou varios ciclos,
com ou sem modificacdo de parametros. Durante a varredura, o instrumento (potenciostato)
registra a corrente resultante do potencial aplicado (WANG, 2001) e a curva resultante do

registro de corrente versus potencial é chamada voltamograma ciclico (Figura 7B).
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Figura 7: Variagdo do potencial com o tempo em voltametria ciclica (A). Voltamograma ciclico para um sistema
reversivel (B).
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Fonte: LOURENCAO, 2009 (Adaptado).

A voltametria ciclica e caracterizada por alguns parametros importantes: potenciais de
pico anddico (Epa) e catddico (Epc), correntes de pico anddica (Ipa) e catodica (Ipc), potencial
de meio-pico anddico (Ep/2) e potencial de meia-onda (E1/2). A definicdo de E1/2 vem da

polarografia classica (de acordo com a equacéo 1).

Eiz = E°'+ (RT/NF)In(Dr/Do)™2 (1)

Na equacdo (1), E°’ é o potencial formal relativo a forga idnica da solugdo usada, DO
e DR sdo os coeficientes de difusdo das formas oxidada e reduzida, respectivamente, e n é o
namero de elétrons na semi-reagdo. Se DO e DR forem iguais, E1/2 sera o proprio E°” (EVANS
etal., 1983).
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3.0BJETIVOS

3.1. Geral
Desenvolvimento de um sistema de anélise para determinagédo de compostos de grande

interesse como aflatoxina B1.
3.2.  Especifico

e Promover a modificacdo dos eletrodos impresso de carbono com diferentes materiais
carbonaceos (MWCNTs , MWCNT-COOH, NANOFITAS e GO);

e Investigar a atuacdo do acido xanturénico na superficie dos eletrodos modificados;
e Imobilizar o aptamer no eletrodo impresso modificado;

e Investigar os mecanismos das reacfes eletroquimicas entre o analito/superficie do

eletrodo modificado, fazendo uso de técnicas eletroquimicas;

e Otimizar os parametros experimentais tais como: pH e velocidade de varredura, sobre

o sinal analitico;

e Aquisicdo de dados eletroquimicos por meio de técnicas voltamétricas como:

voltametria de pulso e voltametria ciclica;

e Realizar estudos de possiveis interferentes, bem como verificar a estabilidade do sensor.
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4, EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e Reagentes
Todas as substancias utilizadas durantes os procedimentos experimentais foram de

grau analitico (tabela 1).

Tabela 1: Reagentes utilizados durante o processo de construcdo dos sensores quimicos.

Reagentes Foérmula molecular Fornecedor
Nanotubo de carbono de paredes ) .
. - Sigma-Aldrich
multiplas(MWCNTS)
Nanotubo de carbono de paredes multiplas
] - Drop Sens
carboxilado (MWCNT-COQH)
Oxido de grafeno reduzido (rGO) - Sigma-Aldrich
Nanofitas - Sigma-Aldrich
N,N-dimetilformamida (DMF) HCON(CHs3): Sigma-Aldrich
2-etoxietanol C,HsOCH,CH,OH Sigma-Aldrich
N-hidroxisuccinimida ] .
C4HsNO3 Sigma-Aldrich
(NHS)
Cloridrato de 1-etil-3-(- 3-dimetilaminopropil) ] .
L CsH17N3 Sigma-Aldrich
carbodiimida (EDC)
4,8- diidroxiquinolina-2-acido carboxilico (&cido ) )
- C10H7NO4 Sigma-Aldrich
xanturénico (AX))
APTAMER (APT) - Macrogen
Aflatoxina B1 C17H1206 Sigma-Aldrich
Fosfato de sodio monobasico (PBS) NaH2PO4.H,O Sigma-Aldrich
Hidréxido de sddio NaOH Sigma-Aldrich
Acido Cloridrico HCI Sigma-Aldrich

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

As solucdes foram preparadas com agua purificada em um sistema Milli-Q (18,2 MQ
cm, Millipore (Merck), Darmstadt, Alemanha). Os valores de pH das solu¢des tampéo foram

ajustados com solugdes de NaOH e HCl e determinado com um pHmetr (Tecnopon mPA 210).

4.2.  Modificacdo do Eletrodo impresso de Carbono

Inicialmente para realizar a modificacdo na superficie do eletrodo impresso de carbono
(SPE - Screen-printed electrodes) os nanomateriais (MWCNTs , MWCNT-COOH,
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NANOFITAS e rGO), foram pesados 2mg de cada um, separadamente, logo em seguida foi
adicionado 1mL de DMF e assim , as solucdes foram levadas para serem dispersas em
ultrassom por aproximadamente 1h. Apos a dispersdo das solugdes, foi depositada sobre a
superficie de eletrodos impressos de carbono aliquotas de 1 pL, totalizando entre SuL a 10 uL,
com secagem em estufa a 80 °C para adi¢cdo da aliquota seguinte, conforme é mostrado na
figura 8. Foi utilizado o oxido de grafeno reduzido previamente preparado pelo grupo de

pesquisa.

Figura 8: Esquema da modificacdo do eletrodo de carbono.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

Para desenvolver as plataformas nanoestruturadas, onde a fase sensora é responsavel
pelo reconhecimento seletivo da micotoxina AFB1, com uso de &cido xanturénico (AX), adicdo
de NHS/EDC e imobilizacdo do APTAMER, optou-se estrategicamente por realizar trés etapas,
sendo estas descritas a seguir de acordo com os figuras 9, 10 e 11, ap6s as modificagdes do

eletrodos com 0s nanomateriais.

4.3. Ativagdo do SPE/Nanomateriais com o Acido Xanturénico (AX)

Para dar continuidade a construcéo do sensor, foi adicionado em um Eppendorf 6mg
de AX, acrescentou-se 440uL NaOH numa concentracdo de 0.1 M, para neutralizar a solucéo e
ainda foi adicionado 460uL H»O, em seguida a solucdo foi levada para ser dispersada em
ultrassom por aproximadamente 40min. Esta solucdo foi utilizada nos diferentes eletrodos
modificados, como é mostrado na figura 9. Apos a adicdo do AX, foi montado o sistema com
0 eletrodo na presenga de AX / MWCNT-COOH / SPE; AX / MWCNT / SPE; AX /
NANOFITAS / SPE; AX /rGO / SPE e AX / SPE. Sendo assim, por meio do Software: NOVA
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1.10, foram realizadas varreduras com uma faixa de potencial de -0.5 a 1.0 V vs Ag numa

velocidade de 50mV/s, em solugdo tampdo com pH de 5,5.

Figura 9: Adicdo e polimerizacdo do AX no eletrodo.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.
4.4, Imobilizacdo do APTAMER e aplicacdo da AFB1

Apos a adicdo de AX e sua polimerizacdo na superficie do eletrodo, foi adicionado
5mM da solucdo NHS e 2mM de EDC, atuando como catalizadores, na presenca de PBS com
pH 7,0. Apos 1h foi feita lavagem com a solucdo tampéo e em seguida adicionou-se 6 uL de
APT (100 pM) em aliquotas de 2 L. cada. O APT ficou sob a superficie do elétrodo de trabalho
por 1h e 30 min, sendo lavado com PBS (pH= 7,0) ao passar esse tempo, logo o eletrodo foi
submerso na célula eletroquimica e posteriormente analisado por meio do Software: NOVA
1.10, realizando varreduras em uma faixa de potencial de -0.3 para 0.05V vs Ag, numa

velocidade de 20mV/s, em solugdo tampéo (PBS) com pH 7,0 (Figura 10).

Figura 10:Adicdo de NHS/EDC e imobilizacdo de APTAMER.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.
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Por fim, utilizando uma solucédo na presenca da AFB1 (8,3Mm) dissolvida em metanol,
foi feita uma diluicdo com uma solucéo tampao fosfato (pH = 7,0), em seguida a solucao diluida
de AFBI foi adicionada pouco a pouco até completar a superficie do eletrodo (10 pL).
Posteriormente, ap6s determinado tempo, o eletrodo foi lavado com &gua e novamente levado
para célula eletroquimica. Por meio do potenciostato foram feitas varreduras com uma faixa de
potencial de -0.3 para 0.05V vs Ag, numa velocidade de 20mV/s, na presenca de solucédo

tampao (PBS) com pH 7.0, conforme é mostrado na figura 11.

Figura 11: Adicao da aflotoxina B1.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

O comportamento do sistema foi estudado através de técnicas eletroquimicas como
voltametria ciclica e pulso diferencial a fim de obter parametros analiticos tais como: tempo de

resposta, seletividade, estabilidade operacional e tempo de vida dtil.

45. Equipamentos

4.5.1. Medidas eletroquimica
As medidas eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato da Echo Chemie
(Autolab® modelo PGSTAT-30) (Utrecht, Netherlands) interfaceado a um microcomputador

através Software NOVA 1.10 para controle de potencial, aquisi¢cdo e tratamento de dados.
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Figura 12: Potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Echo Chemie.

Fonte: Metrohm, 2019.
O sistema para analise da superficie do eletrodo foi constituido de uma célula

eletroquimica, com capacidade para 11,0 mL de solucdo tampdo fosfato, onde o eletrodo

impresso foi submerso nesta solugdo, semelhante a figura 13.

Figura 13: Célula eletroquimica para eletrodos impressos.

Fonte: Metrohm,2019.

O eletrodo submerso em solucdo, contém em sua estrutura o eletrodo de trabalho,
eletrodo de referéncia e o contra eletrodo, mantendo assim o potencial estavel controlando a
corrente elétrica que circula através da célula eletroquimica, entre o eletrodo de trabalho e um

contra eletrodo, conforme é mostrado na Figura 14.



Figura 14:Eletrodo impresso de carbono com os trés eletrodos: Trabalho (WE), referéncia (RE) e contra
eletrodo (CE).
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Fonte: Dropsens,2019.
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As medidas foram realizadas em meio proético usando 11 mL de solu¢des tampédo

fosfato (NaHPO4.H.0) 0,1 mol.Lt. A eliminacdo de oxigénio dissolvido foi feita pelo

borbulhamento de um fluxo de nitrogénio (N2 () nas solucdes durante 10 minutos antes das

analises, possibilitando assim um ambiente inerte e livre de oxigénio durante as analises

realizadas nos experimentos. Todas as medicdes foram realizadas em temperatura ambiente.



41

5.RESULTADOS E DISCUSSAO
As caracterizages eletroquimicas foram realizadas no intuito de se obter conclusdes
no tocante a varios fatores, como: comportamento do AX na solu¢édo tampéo, comprovacédo do
AX na fase sensora do eletrodo, utilizacdo do aptamer para interagir com a molécula alvo,
determinacdo e deteccdo da AFB1, como também a eficiéncia do sensor em questdo. Sendo
assim, como j& supracitado, os testes foram realizados por meio da caracterizacdo

eletroquimica.

5.1. Caracterizacao eletroquimica: Adicéo e polimerizacdo do AX no eletrodo.

Inicialmente, estudos eletroquimicos via técnica de voltametria ciclica foram
realizados com o intuito de verificar as propriedades eletroquimicas do AX frente aos eletrodos
impressos, previamente modificados com os diferentes materiais carbonaceos, antes do
processo de imobilizacdo do aptamer. Assim, com o intuito de analisar o comportamento
eletroquimico do AX na superficie do eletrodo, realizou-se uma varredura no sentido anddico,
para verificar a formacdo dos picos de oxidagdo e reducdo, os quais, correspondem a um
processo de transferéncia de elétrons quase-reversivel. Selecionando uma faixa de potencial de
0,5V a-1,0V vs. Ag, com uma taxa de velocidade de varredura (v) de 50 mV s (figura 15) o

AX foi adicionado em solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L+ (pH 5,5).

O processo de modificacdo do eletrodo pela adi¢cdo dos nanomateriais utilizados € de
suma importancia para a atividade eletrocatalitica, o que nos leva a concluir que os
nanomateriais exercem um papel importante na modificagéo da fase sensora do eletrodo, néo
sO aumentando a area ativa, mas de alguma maneira, interagindo na formacéo e estabilidade do

polimero gerado apds a ativacao do acido xanturénico.

Figura 15: (A) Sucessivos voltamogramas da eletropolimerizacdo do AX em SPE/ MWCNT-COOH. AX 120
uM em PBS 0.1 mol/L, pH 5.5 e v 50mV s, 15 ciclos. (B) Sucessivos voltamogramas da eletropolimerizacéo do
AX em SPE/ MWCNT. (C) Sucessivos voltamogramas da eletropolimerizacdo do AX em SPE/ Nanofitas. (D)
Sucessivos voltamogramas da eletropolimerizacdo do AX em SPE/rGO. (E) Sucessivos voltamogramas da
eletropolimerizagdo do AX em SPE/ ndo modificado.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

O grupo redox quinona (GRQ), foi eletroquimicamente gerado in situ a partir do AX
(processo de eletropolimerizagao) nos eletrodos impressos modificados com os nanomateriais,
sendo possivel perceber que o acido xanturénico exibiu resposta caracteristica de espécies redox
confinadas nos eletrodos. Os voltamogramas ciclicos obtidos, apresentaram um pico de
oxidacdao irreversivel em torno de 0,4 V vs. Ag, que corresponde ao inicio do processo
eletropolimerizagdo. Assim, como a figura 15 indica, no sentido catodica da varredura de
potencial, um novo pico (pico b) é formado, e seu par redox correspondente (pico a) é
eletrogerado e ambos aumentam progressivamente com as sucessivas varreduras, indicando que
a superficie do eletrodo de trabalho é coberta gradualmente com um filme eletroativo. O par
redox representado pelos picos a e b corresponde a um processo de transferéncia de elétrons
reversivel. Na figura 15D, apresenta-se um eletrodo ndo modificado, onde obtemos um
voltamograma caractéristico para o eletrodo impresso frente a sonda eletroquimica utilizada.

Com base na literatura é possivel verificar possiveis estruturas do produto de oxidagéo

e dimerizacdo do AX (Figura 16). A quinona resultante pode ser oxidada reversivelmente a



43

correspondente hidroguinona, formando, portanto, um par redox na superficie eletrodica, por
meio de um processo redox de 2e”/2H*. Esse par redox é um bom candidato a catalisador, tanto
através dos dois elétrons envolvidos durante o processo redox, quanto pela liberacdo de protons.
O dimero formado apresenta um sistema quinona/hidroguinona, o qual representa o grupo
mediador (HACCOUN et al., 2006). Apds o processo de polimerizacéo, o acido xanturénico
adsorvido na fase sensora foi denominado de Poli-AX e os eletrodos referenciados como, por
exemplo, de SPE/MWCNT/poli- XA.

Figura 16:Estruturas do possivel produto de oxidacgdo e dimeros do XA.
OH

=

P OH
N

OH o]}
-+

produto da oxidagao
9] OH
M
HO! =z O
X OH
——
OH
9®
.
N
OH o]

dimero

Fonte: Haccoun et al., 2006

Apols o processo de eletropolimerizacdo do acido xanturénico em meio &cido, e
formacéo do par redox na superficie do sensor, um novo sistema eletroquimico foi montado,
utilizando uma solugao tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) a fim de verificar o comportamento
do XA incorporado na fase sensora. Para isso, foi restringida a faixa de potencial para cada um
dos eletrodos modificados, bem como a velocidade de varredura (v = 20mV/s) conforme a

formacéo dos pares redox durante o processo de polimerizacdo, conforme mostra a figura 17.
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Figura 17:Sucessivos voltamogras (A) SPE/ MWCNT-COOH/ Poli-AX; (B) SPE/ MWCNT / Poli-AX;
(C) SPE/ NF /Poli-AX ; (D) SPE/ rGO / Poli-AX; (E) SPE/Poli-AX em PBS 0.1 mol/L, pH 7.0 ¢ v 20mVs™.

Ty

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.
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Ao observar o comportamento do par redox eletrogerado da polimerizacdo do AX,

percebe-se que 0s picos voltamétricos persistentes e bem definidos sé se apresentaram no

eletrodo modificado com MWCNT-COOH (figura 17), indicando que o processo redox da
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espécie ativa do AX exibe uma melhor caracteristica de espécies confinadas na superficie do
eletrodo, desta forma, tal sensor foi selecionado para seguir com as demais analises. Assim, foi
possivel realizar um estudo entre a intensidade de corrente de pico e a velocidade de varredura,

conforme é mostrado na figura 18.

5.2. Estudo do efeito da velocidade de varredura de potenciais

O efeito da velocidade de varredura foi analisado utilizando o senhor em solugéo
tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) do eletrodo modificado variando de 5 a 20mVs, conforme

figura 18.

Figura 18: Sucessivos voltamogramas de SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX em diferentes faixas de varredura
(5mVs ~'a20mvs 1.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

Os voltamogramas, na figura 18 indicam reversibilidade no processo redox do sistema
SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX , apesar de ndo haver total simetria dos picos anddicos e
catddicos. Outro aspecto que deve ser observado é a correlacdo linear entre a intensidade de
corrente de pico e a velocidade de varredura, sendo possivel verificar que o aumento da
velocidade de varredura de potencial (v) leva a um aumento tanto da corrente de pico de

oxidacdo (Ipox) quanto da corrente de pico de reducdo (Ipred) do eletrodo modificado,
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confirmando que a espécie eletroativa gerada a partir do acido xanturénico esta adsorvida sobre
a superficie do eletrodo modificado com MWCNT-COOH.

5.3. O efeito do pH no comportamento redox do eletrodo modificado

O comportamento eletroquimico da espécie eletrogerada a partir da oxidagdo do AX
que estava adsorvida no eletrodo, resulta do pH do meio. Sendo assim, na figura 19 é
apresentado o efeito do pH no meio sobre a corrente de pico anddico e catddico do SPE /
MWCNT-COOH/ Poli-AX em solugdo tampé&o fosfato (0,1 mol.L™?) variando o valor de pH
em 5,5;6,0;6,5, 7,0e7,5.

Figura 19: Efeito do pH no comportamento redox do SPE / MWCNT-COOHY/ Poli-AX , voltamogramas obtidos
em tampao fosfato 0,1 mol.L* e v =50 mV.s™.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

Analisando os voltamogramas da figura 19, observa-se o deslocamento dos picos de
oxidacdo para potenciais menores a medida que aumenta o valor do pH, o que esta de acordo
com os mecanismos de oxidacao do acido xanturénico (figura 15 e 18), no qual, se verifica a
libertacdo de dois protons e dois elétrons. Levando em consideracdo o principio de Le
chantelier, este processo € facilitado em pH elevado pois tem excesso de ions OH o que
consome mais prétons H* deslocando o equilibrio par a direita no sentindo de facilitar a
oxidacdo dos compostos fendlicos. Observa-se ainda que os melhores valores de corrente de

pico catodico e anddico foram para a solucéo de pH 7,0, apresentando picos mais simétricos e
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mais estavéis. Dessa forma, como € possivel observar, a posi¢éo do potencial e do pico depende
do pH.

5.4. Estudo da eletrooxidacdo da AFB1

Apos o procedimento de ativagdo in situ na superficie do eletrodo modificado como
previamente descrito, foi realizada a imobilizacdo de aptamer (APT) aplicado com intuito de
testar a atividade eletrocatalitica para oxidacdo da AFBL1. Inicialmente, as respostas
voltamétricas do sensor SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX , foram obtidas em solucdo tampéao
fosfato 0,1 mol L™! e pH 7 na auséncia e presenca de APT 100 pM com v = 20mVs?, conforme
a figura 20. Apos adicdo do APT, houve uma diminuicdo da corrente de pico anddica, ao passo
gue uma pequena corrente catodica foi observada na varredura reversa. Este comportamento é
consistente com um forte efeito de objecdo a transferéncia de carga, ou seja, 0 APT estava

retendo a carga no eletrodo.

Figura 20: Sucessivos VVoltamogramas ciclicos de SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX em PBS 0,1 mol / L, pH 7,0
e v 20mVs? na presenga de APT 100pM (linha vermelha) e auséncia APT (linha preta).

20
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

O AX em seu processo de oxidacdo apresenta dimero com um sistema
quinona/hidroquinona, logo, conforme artigos reportados na literatura, os aptamers tem
capacidade de curva-se em estruturas tridimensionais bem definidas e ligam-se aos seus ligantes

por formar interagcdes complementares, causando esta dificuldade na transferéncia de cargas e
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essa diminuicao dos picos de oxidacao e a reducdo do AX, o qual é prejudicado com a adi¢do
do APT.

Ademais, os APT podem incorporar pequenas moléculas em sua estrutura de acidos
nucleicos ou integrar-se na estrutura de maior molécula (HERMANN et al, 2000). Este efeito
de incorporacgdo parece ser mais pronunciado em aptamers que se ligam a moléculas como as
micotoxinas. Sendo assim, foi realizado um estudo voltamétrico, onde foi possivel analisar o
eletrodo na presenca e na auséncia da AFB1 (0,83 mM), com o0 APT ja imobilizado na superficie
do sensor, isto em solu¢do tampdo fosfato 0,1 mol / L (pH 7,0) e v = 20mVs?, conforme é
mostrado na figura 21.

Figura 21: (A) Sucessivos voltamogramas ciclicos de SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX /APT em PBS 0,1
mol.L%, pH 7,0 e v = 20mVs™? na presenca de AFB1 0,83 mM (linha vermelha) e auséncia AFB1 (linha preta).
(B) Sucessivos voltamogramas ciclicos SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX /APT/ AFBL.

T T T T
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E(V) vs Ag/AgCI

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

Os resultados da deteccéo eletroquimica de AFB1 revelaram que, 0s picos de corrente
dos voltamogramas ciclicos diminuiram ao aumentar a velocidade de varredura do eletrodo,
mostrando assim a ligacdo de AFB1 aos aptamers imobilizados na superficie do biossensor
conforme mostrado na Fig. 21B. A superficie do sensor composta de aptamers de DNA é
carregada negativamente, este provoca repulsdo de indicadores redox negativamente
carregados da superficie, sendo assim a adicdo de analito, dependendo da sua carga, torna
possivel a modificacdo das propriedades na fase sensora do eletrodo, causando essa diminuicao

dos picos anddicos e catddicos (CASTILLO et al.,2015). No caso de AFB1, uma molécula
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bastante acida (pK ¥4 5.84 £ 0.05), de acordo com a literatura, é de se esperar essa diminuicao
nos picos de oxidagdo-reducdo, apos sua adicdo a superficie do sensor, logo, na condicdo
experimental utilizada, a AFB1 é carregada negativamente. Portanto, a ligacdo AFB1 ao
aptamer causara um aumento na carga negativa da superficie e posterior repulsdo do par redox
a superficie.

Além disso, foi realizada a voltametria de pulso diferencial (VPD) empregada com o
intuito de corroborar com a técnica de voltametria ciclica (VC), verificando por meio de outra
técnica eletroquimica que o processo de transferéncia de carga € dificultada na presenca do APT
e da AFBL1. Sendo assim, foi possivel analisar o eletrodo na auséncia e na presenca da AFBL1,

conforme é mostrado na fig. 22.

Figura 22: (A). VPD de SPE / MWCNT-COOHY/ Poli-AX /APT, na presenca de 0,83 mM de AFBL1 (linha
vermelha) e auséncia de AFBL1 (linha preta), (B) VPD de SPE / MWCNT-COOH/ Poli-AX /APT em PBS 0,1
mol/L, pH 7,0 e v 20mVs™.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa,2019.

Levando em consideragdo a interacdo forte, porém reversivel, entre APT e AFB1,
reacGes competitivas de AFB1 com APT fortemente conjugado na superficie do eletrodo sélido
e provavel presenca de APT livre em solucdo devem ocorrer, em virtude do deslocamento de
equilibrio. Sendo assim, estas moléculas simples de acido nucléico (aptamers) possibilitam
aumento a imobilizagdo e promovem maior seletividade, ja que 0s mesmos, mantém um aspecto

bioldgico desejado. As elevadas caracteristicas e afinidade possibilitam que o aptamer se ligue
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apenas a molécula alvo de interesse para, a qual, foi projetado com simplicidade, sem qualquer

interferéncia , tornando-o uma opcao interessante para o diagnostico de micotoxinas.

6. CONCLUSAO

O sensor proposto neste trabalho (SPE/MWCNT-COOH/ Poli-AX /APT), demonstrou
a eficiéncia do novo medidador redox AX junto com os APT utilizados no procedimento de
formacdo de monocamadas para estudo da oxidacdo eletrocatalitica da Aflotoxina B1. Além
disso, os nanotubos carboxilados constituem um excelente ambiente para a adsorcdo do
mediador, capazes de promover a detec¢do da AFB1, com 6tima sensibilidade e estabilidade.

A eficiéncia do medidador foi evidenciada pela possibilidade do produto de oxidagédo
e dimerizacdo do AX quando submetido a eletropolimerizacdo na superficie do eletrodo. A
ativacdo in situ, gerou um par redox quinona/hidroguinona, o qual ndo apresentou atividade
eletrocatalitica para o aptamer, uma vez que, ao reagir com o aptamer nao houve transferéncia
de elétrons, mas sim uma retencdo de carga. Ademais, visto que o aptamer pode incorporar-se
a estrutura da AFB1, percebeu-se também certa diminui¢do nos picos de oxidagéo e reducéo
um vez que a ligacdo AFB1 ao aptamer pode causar um aumento na carga negativa da superficie
e posterior repulsdo do par redox a superficie, tornando-se uma alternativa viavel para a
deteccdo de AFB1 em baixos potenciais, em meio neutro.

Portando, o estudo desse eletrodo, indica a viabilidade do aptasensor como uma
estratégia complementar na analise de AFB1 contaminado em milho e outros alimentos, por
exemplo, oferecendo vantagens sobre outras técnicas analiticas em termos sensibilidade,
estabilidade, tempo de analise e relacdo custo-beneficio. Os trabalhos adicionais estdo em
andamento para melhorar a seletividade do aptasensor para amostras reais, bem como o
desenvolvimento de modelagem computacional do complexo APT-micotoxinas,
caracterizacdo de plataformas, sintese e caracterizacdo de Molecularly Imprinted Polymer

(MIP) para micotoxinas.
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. PERSPECTIVAS

Desenvolvimento de plataforma nanoestruturada para eletrooxidacdo de micotoxinas;
Triagem eletroquimica de micotoxinas;

Modelagem computacional do complexo APT-Micotoxinas;

Sintese e caracterizacdo das plataformas nanoestruturadas (MEV, AFM, TGA, DSC,
UV-VIS, FTIR);

Otimizag&o multivariada das plataformas;

Aplicacdo em amostras de interesse.
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