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Resumo

As alergias alimentares afetam uma percentagem consideravel da populagao mundial
(cerca de 10%) e tendem a aumentar, constituindo um fator preocupante para a seguranca
alimentar e para a saude publica. Nao existem tratamentos para a alergia alimentar, sendo as
Unicas opgdes a prevencdo ou a ndo ingestdo do produto. Deste modo, os rétulos devem indicar
obrigatoriamente informacdo sobre os alergénios. Por este motivo, a avaliagdo rigorosa da
presenca de alergénios em produtos alimentares e a dete¢ao de quantidades vestigiais é de
extrema relevancia. O desenvolvimento de metodologias analiticas capazes de detetar e
quantificar alergénios em amostras alimentares, de forma rapida e in situ, com elevada
sensibilidade, precisdo e exatiddo, pode auxiliar a industria alimentar na rotulagem e garantir a
conformidade com a legislacdo. Neste sentido, a presente dissertacdo reporta o
desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico para a andlise do alergénio do amendoim,
Ara h 1. Foram utilizados elétrodos serigrafados de carbono (SPCE) como plataformas
transdutoras, nanoestruturados com nanodiamantes (NDs), e posteriormente biomodificados
com um anticorpo de captura anti-Ara h 1. Na metodologia, efetuada em formato sandwich,
apos a ligacdo do alergénio ao anticorpo de captura, ocorre a interacdo entre um anticorpo de
detecdo biotinilado e o alergénio. Esta interagdo é reconhecida utilizando uma marca enzimatica
(fosfatase alcalina) conjugada com estreptavidina (S-AP). Apds a adigdo do substrato enzimatico
juntamente com nitrato de prata, o sinal analitico é obtido através da oxidag¢do de um dos
produtos de reacdo (prata metalica) por voltametria de varrimento linear (LSV). Apds a
otimizagdo das condi¢Bes experimentais, o desempenho analitico do imunossensor foi avaliado,
sendo estabelecida uma gama de linearidade entre 25 e 500 ng/mL de Ara h 1, com um limite
de detecdo de 0,78 ng/mL. Os resultados obtidos demonstram uma boa precisdo (coeficiente de
variagdo Vy (%) = 10), num tempo total de ensaio de 2 horas e 20 minutos. A analise do

analito em amostras alimentares foi realizada com sucesso e o método foi validado utilizando a

técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). As andlises efetuadas permitem inferir
que o imunossensor desenvolvido possibilita a dete¢do de quantidades vestigiais de amendoim
em amostras alimentares, tendo elevado potencial de aplicagdo no controlo de qualidade em

empresas e/ou fornecedores da drea alimentar e por entidades reguladoras.

Palavras-chave: imunossensor eletroquimico, elétrodo serigrafado de carbono (SPCE),
nanodiamantes, alergia alimentar, amendoim, Ara h 1, alergénio, voltametria de varrimento

linear, produtos alimentares.
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Food allergies affect a significant percentage of the world population (about 10%) with
a tendency to increase, representing a worrying condition for food safety and public health.
There are no treatments for food allergy and the only options are prevention or avoidance of
food intake. Therefore, product labels must declare and clearly indicate information about
allergens. For this reason, the rigorous evaluation of the presence of allergens in food products
and the detection of trace amounts is of utmost importance. The development of analytical
methodologies that can detect and quantify allergens in food samples in situ, with high
sensitivity, precision, and accuracy, can support the food industry to efficiently label and ensure
compliance with legislation. Thus, the present dissertation reports the development of an
electrochemical immunosensor for the analysis of a major peanut allergen, Ara h 1. Screen-
printed carbon electrodes (SPCE) were used as transducers, nanostructured with nanodiamonds
(NDs), and biomodified with the capture antibody anti-Ara h 1. In a sandwich format
methodology, the interaction between a biotinylated detection antibody and the allergen occurs
after the specific recognition of the allergen by the capture antibody. The antibody-antigen
interaction is recognized using an enzyme (alkaline phosphatase) conjugated with streptavidin
(S-AP). The analytical signal is obtained by adding the enzymatic substrate, previously mixed
with silver nitrate, followed by the oxidation of one of the reaction products (metallic silver)
using linear sweep voltammetry (LSV). With the optimized experimental conditions, the
analytical performance of the immunosensor was evaluated and a linear range was established
between 25 and 500 ng/mL of Ara h 1, with a detection limit of 0.78 ng/mL. The obtained results
confirm a good precision (coefficient of variation Vo (%) = 10), in a total assay time of 2 hours
and 20 minutes. The analysis of Ara h 1 in food samples was successfully performed and the
method was validated using an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The obtained data
demonstrate that the developed immunosensor enables the detection of trace amounts of
peanuts in food samples, with a high potential for application in quality control in food

companies and/or suppliers and by regulatory entities.

Keywords: electrochemical immunosensor, screen-printed carbon electrode (SPCE),
nanodiamonds, food allergy, peanut, Ara h 1, allergen, linear sweep voltammetry, food

products.
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1. Introducao

1.1. Enquadramento

O presente trabalho foi realizado no ambito da wunidade curricular de
Dissertagdo/Estagio do Mestrado em Engenharia Quimica, ramo de Qualidade, do Instituto

Superior de Engenharia do Porto (ISEP).

Os estudos conducentes a realizacdo do trabalho proposto foram efetuados no Grupo

de Reacdo e Analises Quimicas (GRAQ), situado no ISEP.

1.2. Tema e Objetivos

A dissertacdo tem como tema “Desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico
para a analise um alergénio do amendoim (Ara h 1)” com o objetivo de rastrear e/ou quantificar
um alergénio constituinte da fracdo proteica do amendoim (Arachis Hypogea) em produtos

alimentares.

Contextualizando, o amendoim é um dos alimentos que quando ingerido pode provocar
reacoes alérgicas severas em consumidores com maior sensibilidade a esta alergia, sendo por
isso importante a sua detecdo, de forma rdpida e precisa, em produtos alimentares para

prevenir, controlar e quando necessario ou possivel, tratar os sintomas que possam surgir.
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O GRAQ é um grupo de investigacdo do ISEP que integra a Rede de Quimica e Tecnologia
(REQUIMTE), Laboratdrio Associado para a Quimica Verde (LAQV). REQUIMTE/LAQV é o centro
portugués de investigagdo em Quimica Sustentdvel e uma das maiores redes de Quimica e
Engenharia Quimica em Portugal. Atualmente, REQUIMTE/LAQV-GRAQ contribui para o
desenvolvimento, aplicacdo e divulgacdo de conhecimento, assim como promove a inovagdo em

areas de investigacdo que envolvem a Quimica Analitica, o Ambiente e a Sustentabilidade [1].
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2. Fundamentos Teodricos

Ao longo dos anos é cada vez mais percetivel o papel fundamental que a alimentacao
desempenha na saude, sendo que a constante evolucdo industrial e cientifica no setor alimentar
contribui para a mudanca de habitos, rotinas e exigéncias/requisitos na alimentag¢&o. O consumo
alimentar torna-se cada vez mais complexo devido a diversidade proporcionada pela
comercializagdo e promoc¢do de produtos inovadores e/ou na inser¢do de alimentos como
ingredientes em novas formulac¢des alimentares, condicionando um risco de saude imediato e
potencialmente fatal a consumidores alérgicos. Assim, a avaliacdo rigorosa da presenca de
alergénios em alimentos utilizando metodologias capazes de prevenir esta condicionante é de

extrema relevancia para a saude humana.

2.1. Alergia Alimentar

A alergia alimentar consiste numa hipersensibilidade imunolégica a certas proteinas ou
glicoproteinas alimentares, geralmente mediadas pela Imunoglobulina E (IgE). Os sintomas e/ou
reacoes alérgicas afetam sobretudo o trato intestinal (p. ex. diarreia), a pele (p. ex. dermatite
atdpica) e o sistema respiratério (p. ex. asma e bronquite), tendo um impacto negativo
significativo na qualidade de vida de pessoas alérgicas [2-4]. Uma das reacgGes alérgicas mais
preocupantes e severas que o consumo de alergénios pode causar, diz respeito a anafilaxia, que
consiste numa reacdo alérgica sistémica, ou seja, que afeta todo o organismo e sistemas,
produzindo sintomas graves como o sufoco (sistema respiratério) ou a queda da tensdo arterial

(choque anafilatico; sistema cardiovascular) [5].

A alergia alimentar é um termo coletivo para varias respostas imunomediadas aos
alimentos. O valor limite ou limiar (do inglés threshold) pode ser definido como a quantidade
maxima de um alimento alergénico que pode ser tolerada sem produzir qualquer reagdo

adversa. Por conseguinte, um limite individual consiste na quantidade maxima de um alimento

que pode ser tolerada por um individuo a

[6].

érgico a um alimento ou produto alimentar especifico
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O intervalo de doses minimas necessdrias para provocar uma rea¢do em pessoas
alérgicas estende-se numa gama ampla, de microgramas a gramas. Trabalhos recentemente
publicados na literatura caraterizam a distribuicdo destas doses na populagao alérgica, tornando
possivel avaliar os riscos de alergénios quantitativamente. No caso especifico do amendoim, as
doses que desencadeiam respostas ao alimento alergénico (do inglés Eliciting Doses, EDgs)

correspondem a 1,5 mg de proteina de amendoim (6 mg de amendoim inteiro) [6].

As alergias alimentares afetam cerca de 10% da populacdo mundial (com maior
prevaléncia em criangas, 6%, do que em adultos, 4%), nUmero que tende a aumentar nos paises
mais desenvolvidos, constituindo um problema de saude publica e um fator preocupante para
a seguranga alimentar [7]. Dos 10%, cerca de 80% corresponde a alergia ao amendoim [8]. Para
além do amendoim, os alimentos que mais provocam alergias alimentares sdo o leite de vaca,

ovo, frutos de casca rija (conhecidos por “frutos secos”), peixe, marisco, trigo e soja [9].

2.2. Controlo Alimentar

A alergia alimentar é geralmente contornada pela prevencdo no consumo de alergénios
(evitar ingestdo de alimentos com alergénios especificos na sua composi¢cdo) e/ou no
tratamento dos sintomas consequentes, aquando da ingestdo ndo intencional. A rotulagem
correta e assertiva de alimentos é particularmente relevante, uma vez que permitird aos
consumidores realizarem uma escolha ponderada e informada para a implementacdo de uma
estratégia de prevencdo bem-sucedida. No entanto, podem ocorrer contaminag¢des cruzadas
durante o processamento de alimentos ou ingredientes com outros produtos, ocultos ou
adicionados acidentalmente, que contém alergénios, o que pode prejudicar a correta rotulagem.
Por este motivo, os fabricantes de alimentos geralmente incluem um rétulo preventivo no
produto (“Pode conter vestigios de...”), de forma a prevenir e a proteger os individuos com maior
sensibilidade a alergénios, o que reduz as opg¢Ges disponiveis, especificamente para estes
consumidores [10]. Nesta perspetiva, métodos precisos e altamente sensiveis devem avaliar se
um determinado alergénio se encontra ou ndo presente num certo alimento ou produto
alimenticio. Na figura 1, é possivel observar exemplos de rétulos de produtos alimentares
obtidos comercialmente (bolachas) que evidenciam: (A) presenca de amendoim (em
percentagem ou em quantidade vestigial), (B) auséncia de amendoim, (C) possibilidade de

conter vestigios de amendoim.
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B m BOLACHA FINA E ESTALADICA. Ingredient a de trigo, agucar,
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M| Ingredients: WHEAT flur, vegetable fof [efined vegetable C
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SOYBEAN drink [water, SOYBEAN (13%) und salf]. crunchy of
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TRICIONAL/ NUTRITION DECLARATION

or 100 g./ Average volues per 100g)

55Keal/ 913K ; Lipides/Lipids  18g: dos quais

hich saturotes: 78g: Hidrates da Corbane/
arbobydrotes: 654, dos quois ogicares/ of which sugors: 25g:
Profeinas/Protains: 7.5g: Sol/Solt: 0.50g

Peso Liquido/ Net weight
2009/ 7102

Amendoim (8%) Pode conter vestigios de Amendoim

Figura 1 —Rotulos de produtos alimentares. (A) Bolacha que contém 8% de Amendoim; (B) Bolacha sem indicagdo da
presen¢a de Amendoim; (C) Bolacha que pode conter vestigios de Amendoim.

Tendo em conta as alergias alimentares, a rotulagem dos produtos consumiveis deve
indicar claramente a presenca e/ou auséncia de alergénios, a negrito, como observado na figura
1. Nas empresas alimentares, onde ha possiveis contaminagdes cruzadas, o rétulo deve

evidenciar que podera conter vestigios de outros alergénios [11].

2.3. AmendoimeArahl

O amendoim (Arachis hypogaea) é um legume, rico em aminodacidos essenciais,
gorduras insaturadas (mono e poli) e com elevado teor proteico na sua constituicdo, tornando-
o uma fonte saudavel de proteinas. Contudo, apresenta uma composi¢do nutricional
semelhante a dos produtos oleaginosos (p. ex. améndoas, castanhas do brasil, cajus, avelas,
macadamias, nozes, pinhses, pistachios e nozes), sendo por isso geralmente incluido no grupo
dos frutos oleaginosos. Sdo compostos por duas partes: uma casca dura externa ndo comestivel
e uma semente comestivel. A alergia ou reagdo alérgica ao amendoim (ingestdo da semente)
pode variar de sintomas moderados a graves, sendo que, mesmo em pequenas quantidades,
pode induzir reagdes severas em certos individuos alérgicos [12-13]. Por este motivo, a sua

presenga em produtos alimenticios deve ser declarada no rétulo do produto.
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De acordo com o Subcommittee de nomenclatura da International Union of
Imunnological Societies (IUIS) [14], estdo identificados, até ao momento, dezoito alergénios de
amendoim. Ara h 1, 2 e 3 sdo considerados os alergénios de maior prevaléncia. Recentemente,
Ara h 6 tem sido referido como um potencial alergénio a ser estudado para a detecdo de
vestigios de amendoim em alimentos comerciais por ser mais estdvel a digestdo péptica do que

Ara h 1[15]. Em regiGes mediterraneas, Ara h 9 é descrita como tendo elevada prevaléncia [16].

Os alergénios do amendoim podem diferenciar-se pela capacidade em causar respostas
no organismo alérgico e sdo diferenciados de acordo com o grupo/tipo ao qual estdo associados,
nomeadamente: Ara h 1 — Cupim (globulina 7S); Ara h 2 — Conglutina (albumina 2S); Ara h 3 —
Cupim (globulina 11S); Ara h 6 — Conglutina (albumina 2S); Ara h 9 — Proteina de transferéncia

de lipidios ndo especifica, etc. [14].

Ara h 1 é uma proteina de armazenamento de sementes de Arachis hypogaea
(amendoim) e um importante alergénio do amendoim. E termoestével e resistente a digestio
no trato gastrointestinal humano e é reconhecido pela IgE em mais de 90% dos pacientes
alérgicos ao amendoim [17]. Portanto, é considerado um analito especifico adequado para

identificar a presenca do amendoim em produtos alimentares.

2.4. Meétodos de Analise para Arah 1

Numa perspetiva de saude publica e seguranca alimentar, é pretendido dar resposta as
necessidades dos consumidores alérgicos e contribuir para uma rotulagem mais exata dos
produtos alimenticios. Assim, ha a necessidade de utilizar métodos eficientes, capazes de

detetar quantidades muito baixas de alergénios do amendoim.

A deteg¢do de alergénios em alimentos pode ser uma tarefa de dificil concretizagdo
devido a sua presenca, geralmente, em pequenas quantidades, bem como a interferéncia
natural da matriz do alimento e/ou produto alimentar. Os métodos de analise de alergénios
podem ser divididos, principalmente, em ensaios imunolédgicos e em ensaios baseados na
detecdo do acido desoxirribonucleico (ADN). A espetrometria de massa tem sido usada como

ferramenta de confirmacgao [10].



-
GRAQ I‘S e‘p Instituto Superior de
Engenharia do Porto

GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS Lr«g\wq&!;!qm te ‘

2.4.1. Ensaios Imunoldgicos

A metodologia/técnica mais conhecida e usada recorrendo a ensaios imunoldgicos para
quantificar antigénios e anticorpos é denominada ELISA (Ensaio de Imuno-Absor¢cdo Enzimatica,
do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Nesta metodologia utiliza-se uma enzima que,
apos interacdo com o imunocomplexo formado, reage com o seu substrato, provocando uma
alteragdo da cor da solugdo. E um método de elevada precisdo, sensibilidade e de facil manuseio
que permite detetar uma substancia especifica (antigénio) numa amostra. O ELISA pode ser
efetuado de formas distintas, classificando-se como competitivo, ndo-competitivo (sandwich)

ou label-free [18].

Existe um numero elevado de kits ELISA comerciais que sdo utilizados para detetar uma
grande variedade de alergénios em alimentos, sendo o formato sandwich mais vulgarmente
usado [19]. Neste caso, promove-se a ligacdo entre um anticorpo de captura e um alergénio
contido numa amostra, adiciona-se um segundo anticorpo (de detecdo) especifico para o
antigénio e posteriormente uma enzima, que em rea¢do com o seu substrato, produzird uma

cor de intensidade varidvel, proporcional a quantidade de alergénio em analise na amostra.

Na figura 2 é possivel observar uma representacdo esquematica de um ensaio ELISA com

formato sandwich [20].

Sandwich ELISA

o 9 e 0 Substrato e Reagdo

Enzimatico Colorimétrica
Anticorpo de Detegdo Enzima
Biotinilado \
) s 3 . S
Antigénio
TN

Anticorpo de Captura ‘»‘5\

Tampéo de Blogueio

Figura 2 - Representagao esquematica de um ensaio ELISA com formato sandwich [20].

Contudo, esta metodologia apresenta limitagdes uma vez que a analise é morosa e o kit

é dispendioso mesmo para um numero reduzido de amostras [21].
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2.4.2. Métodos baseados em ADN

Os métodos baseados na detecdo de ADN envolvem a extracdo de um fragmento
especifico de ADN codificador de um alergénio (ou proteina marcadora) seguido de uma
amplificacdo por reagdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction - PCR)

[10], permitindo detetar o gene de um alergénio do amendoim.

Embora muito especificos e sensiveis, estes métodos podem ser controversos, uma vez
gue o processamento pode afetar de forma diferente os acidos nucleicos e proteinas da
amostra, sendo por isso considerados menos apropriados para a detecdo de alergénios de
alimentos ricos em proteinas. Nestas metodologias é necessario recorrer a um nimero elevado
de réplicas de ensaios para obter resultados crediveis. Para além deste facto, os niveis de
alergénio do ADN codificador podem nao indicar corretamente a presenca do alergénio em
estudo (falso positivo ou falso negativo), visto que os alimentos apresentam uma matriz
complexa rica em proteinas, o que dificulta essa dete¢do [21]. Ainda assim, os métodos
baseados em ADN com detecdo por PCR podem ser ferramentas importantes e complementares

para ensaios imunoldgicos.

2.4.3. Espetrometria de massa

O processamento de alimentos pode dar origem a mudancas na estrutura da proteina
ou do ADN referentes ao alergénio em estudo, afetando a sua detecdo final. Deste modo, a
espectrometria de massa é descrita como uma ferramenta de confirmacdo para a identificacdo

ou caracterizagao de alergénios alimentares em diferentes investiga¢des [10].

A espetrometria de massa surge muitas vezes acoplada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-MS), com representacdo dos dados através de um espetro de massa, o qual

possibilita a identificacdo do analito-alvo [10].

Embora seja notavel a constante evolugcdo destas técnicas, é ainda escassa a sua
utilidade para a detecdo de alergénios alimentares no que diz respeito a simplicidade, rapidez,

custo e portabilidade [22].
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2.4.4. Biossensores

Os biossensores surgem como alternativas aos métodos referidos anteriormente,
demonstrando vantagens como a reducdo significativa do consumo de reagentes, o facil
manuseio e a sua portabilidade. No entanto, a sua aplicacdo para andlise de alergénios
alimentares ainda é reduzida [23]. O desenvolvimento de métodos rapidos e baratos, capazes
de detetar vestigios de alergénios em matrizes alimentares complexas, consiste ainda num

importante desafio para a inovacao referente aos métodos de andlise.

Um biossensor é um dispositivo constituido por uma componente de reconhecimento
bioldgico (recetor) e um elemento de transducdo (transdutor) de sinal, conectado a um sistema
de aquisicdo e processamento de dados. Este dispositivo é capaz de fornecer informacao
analitica quantitativa ou semi-quantitativa especifica, convertendo a interacdo biolégica num
sinal analitico quantificadvel. A classificacdo do biossensor pode ser efetuada com base no
biorrecetor, nomeadamente como imunossensor, citossensor, genossensor, biossensor
enzimatico, etc., e/ou com base no transdutor, podendo classificar-se como eletroquimico, 6tico

e/ou piezoelétrico [24].

2.4.4.1. Imunossensores eletroquimicos

Os imunossensores eletroquimicos sdo uma importante classe dos biossensores.
Usualmente, os anticorpos s3ao imobilizados na superficie de um elétrodo para o
reconhecimento seletivo do analito contido na amostra em estudo. A dete¢do da biomolécula
alvo pode ser efetuada por técnicas como a amperometria, voltametria, potenciometria,

espetroscopia de impedancia eletroquimica, condutimetria, etc. [25].

No contexto de detegdo de alergénios em produtos alimentares como o amendoim, os
imunossensores eletroquimicos tém demonstrado ser adequados para o objetivo. Sdo uma
alternativa particularmente atraente no sentido de atender aos requisitos atualmente exigidos
pela drea da seguranca alimentar, permitindo andlises rdpidas, sendo acessiveis em ambiente

laboratorial mesmo para investigadores nao qualificados [26].
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Na figura 3, encontra-se representado um imunossensor eletroquimico utilizando como
transdutor um elétrodo serigrafado de carbono (do inglés Screen Printed Carbon Electrode -

SPCE), sendo o ensaio do tipo sandwich.

Substrato Enzimatico

Enzima Resposta

Anticorpo de Detegdo

Antigénio (analito)

Anticorpo de Captura

Sistema

Superficie do Eletroquimico
, —»
Elétrodo
AT
> Detetor
SPCE (transdutor) — v S
\\y\

Figura 3 - Representagdo de um sistema analitico de um imunossensor eletroquimico, com formato sandwich
utilizando elétrodos de carbono serigrafados (SPCE). Adaptado de [25, 29].

Tal como representado na figura 3, hoje em dia, a larga maioria de transdutores
utilizados em imunossensores eletroquimicos sdo elétrodos serigrafados (do inglés Screen
Printed Electrode — SPE) descartaveis, que sdo constituidos por: elétrodos de trabalho (WE),

auxiliar (AE) e de referéncia (RE), como se verifica no esquema da figura 4 (SPCE).

L2 Metrohm
DropSens

110

— P Elétrodo Auxiliar (AE)

Elétrodo de Trabalho (WE) Elétrodo de Referéncia (RE)

Figura 4 — Representagdo esquematica de um SPCE.

10
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No WE ocorre a reagdo em estudo. A constituicdo deste elétrodo difere de acordo com
o propdésito da andlise, sendo os elétrodos de carbono geralmente mais utilizados devido ao seu
baixo custo. Porém, podem também ser utilizados elétrodos de ouro, platina, prata, entre
outros. Nesta dissertacdo, foram utilizados SPCEs, constituidos por um elétrodo de
pseudorreferéncia de prata (RE), que tem como fungao controlar o potencial aplicado no WE.
Para minimizar a queda éhmica que se forma devido a resisténcia do eletrélito entre os
elétrodos, introduz-se um terceiro elétrodo na célula eletroquimica, o AE, que auxilia a

passagem da corrente elétrica, evitando interferéncias no RE.

Os SPEs tém vindo a apresentar multiplas vantagens em relagdo aos elétrodos
convencionais, no que diz respeito ao desenvolvimento de biossensores e/ou imunossensores.
O reduzido tamanho da célula eletroquimica, que evita o recurso a elevados volumes de
reagentes nos ensaios e facilita o seu manuseamento, o reduzido custo, a versatilidade e a
miniaturizacdo, que permite uma andlise portatil, sdo carateristicas que levam a selecao dos
SPEs em detrimento dos elétrodos convencionais, que apresentam células eletroquimicas de

grandes dimensdes, sendo necessdrio um elevado gasto de reagentes [27-29].

Os elétrodos de trabalho podem ser modificados/nanoestruturados com distintos
nanomateriais, melhorando a imobilizacdo do elemento de biorreconhecimento e/ou

amplificagdo do sinal analitico.

2.4.4.2. Nanotecnologia e nanomateriais

O recurso a nanotecnologia e aos nanomateriais tem proporcionado uma melhoria
notavel no desempenho analitico de biossensores eletroquimicos. Tém sido projetados e
explorados novos biorrecetores e configuragdes de bioensaio, implementados em formatos
integrados ou envolvendo nanomateriais. Além disso, sao reportados avangos importantes na
inovacdo do elemento transdutor utilizando nanomateriais com propriedades aprimoradas,
bem como na sintese e funcionalizacdo, utilizando nanomateriais (vastamente utilizados na
modificacdo/funcionalizacdo da superficie da plataforma transdutora), na integracdo de
nanomateriais em estratégias de detecdo, aquisicdo rapida de sinal/resultado, melhoria da
sensibilidade e seletividade, permitindo assim que os biossensores eletroquimicos atendam a
requisitos como simplicidade no desenvolvimento do imunossensor para que ocorra uma

eficiente detecdo de alergénios alimentares.

11
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A versatilidade exibida pelo imunossensor eletroquimico na anélise multipla e/ou
simultanea de analitos com gamas de concentragao diferentes e a sua aplicacdo em matrizes
alimentares complexas sdo caracteristicas particularmente atraentes que podem ser

conseguidas com o auxilio de nanomateriais e com os avangos da nanotecnologia [30].

O uso de elétrodos nanoestruturados, usualmente com nanomateriais de carbono ou
nanoparticulas metalicas, tem contribuido significativamente para o melhor desempenho dos
biossensores eletroquimicos na andlise de alimentos. A aplicacdo de nanomateriais na
modificagdo/funcionalizacdo de elétrodos tem como principal objetivo melhorar a
resposta/sinal eletroquimico. Entre as suas vantagens, destaca-se o reduzido tamanho
(nanoescala) dos materiais, a sua conducgdo elétrica, e a criacdo de condi¢Ges adequadas para a

imobilizacdo de biorreagentes [31].

Os nanomateriais a base de carbono podem diferenciar-se por exemplo pela dimensao,
sendo os seguintes materiais mais vulgarmente descritos na literatura: 0D — fulerenos, 1D -
nanotubos de carbono de parede simples (do inglés Single Walled Carbon Nanotubes — SWCNT),
nanotubos de carbono de parede dupla (do inglés Multi-Walled Carbon Nanotubes — MWCNT),
2D - 6xido de grafeno reduzido (do inglés Reduced graphene oxide - rGO), grafeno oxidado (GO),

3D — grafite, nanodiamantes (do inglés Nanodiamond - ND) [32].

2.4.5. Voltametria

A voltametria engloba um conjunto de técnicas eletroquimicas em que a espécie
eletroativa em solugdo (eletrdlito) é analisada qualitativamente e/ou quantitativamente através
do potencial (E) de oxidagdo/redugdo e da intensidade de corrente (i) formada na célula
eletroquimica. Os resultados obtidos sdo representados num voltamograma, que corresponde
a uma representacdo grafica da intensidade de corrente em funcdo do potencial aplicado no

elétrodo [33].

Em voltametria, a reacdo de oxidacdo e/ou reducdo ocorre na interface entre a
superficie do WE e a camada de solucdo adjacente a essa superficie, sendo que se obtém
corrente resultante da transferéncia de eletrGes do elétrodo para a solucdo ou vice-versa. No
caso de a corrente de eletrdes fluir do elétrodo para a solucdo, ocorre a redugdo do analito. Se
a transferéncia de eletrdes se der da solugdo para o elétrodo, o analito é oxidado. Desta forma,
é possivel relacionar a intensidade da corrente obtida pela transferéncia de eletrées num

processo de oxidagdo/reducdo com a concentragdo de analito [34].
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Duas técnicas voltamétricas amplamente utilizadas no desenvolvimento de
imunossensores eletroquimicos sdo a voltametria ciclica (CV) e a voltametria de varrimento
linear (LSV). Estas técnicas diferenciam-se na maneira da variagdo do potencial e
consequentemente no voltamograma obtido, uma vez que o potencial no WE pode variar no
sentido anddico e catédico em CV, porém em LSV varia apenas num dos sentidos (anddico ou
catédico) e por este motivo esta técnica é mais simples e com obtencdo de sinal analitico de
forma mais rdpida. No entanto, os principios do método voltamétrico aplicam-se igualmente
para as duas técnicas eletroquimicas [35]. Na Tabela 1 evidenciam-se a representagao grafica

dos sinais de excitagdo em CV e LSV e exemplos dos respetivos voltamogramas.

Tabela 1 - Sinais de excitagdo e respetivos voltamogramas de CV e LSV [35].

Voltametria de Varrimento Linear

Voltametria Ciclica (CV) (LSV)

Sinal de .
Excitagdo

Voltamograma
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2.5. Imunoensaios eletroquimicos para a analise de Arah 1

Foi realizada uma pesquisa bibliogréafica utilizando a base de dados da plataforma
“Clarivate Analytics Web of Science”, com as palavras-chave: Ara h 1, allergy, food,
immunosensor, eletrochem*. Até a data da redac¢do da presente dissertacdo, encontram-se
descritos na literatura alguns artigos/trabalhos referentes ao desenvolvimento de
imunossensores eletroquimicos para a detecdo de Ara h 1, tendo por base distintos

nanomateriais, micromateriais e/ou monocamadas auto-organizadas.

Huang et al. [36] reportou o desenvolvimento de um imunossensor, em formato label-
free, no qual utilizou elétrodos convencionais de ouro como plataforma transdutora,
posteriormente funcionalizados com acido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA), para a eficiente
imobilizacdo do anticorpo de captura. Foi utilizada como técnica de dete¢do a espetroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS).

Sobhan et al. [37] reportou um imunossensor eletroquimico, em formato label-free. A
superficie do elemento transdutor (“Silicon Wafer”) foi modificada com nanotubos de carbono,
para assim imobilizar covalentemente o anticorpo de captura. A detecdo do analito em estudo
foi efetuada através de voltametria de varrimento linear.

Montiel et al. [38] descreveu um imunoensaio eletroquimico utilizando particulas
magnéticas para o desenvolvimento de um ensaio em formato sandwich. Como transdutor
utilizaram elétrodos SPCE. Foi aplicada a enzima HRP como marcador enzimatico para obter o
sinal analitico, utilizando a amperometria.

Alves et al. [23] desenvolveu um imunossensor eletroquimico do tipo sandwich. O
anticorpo de captura foi imobilizado, por adsor¢do, em SPCEs nanoestruturados com
nanoparticulas de ouro, permitindo uma eficiente imobilizacdo do elemento de
bioreconhecimento. Apds adicdo da enzima fosfatase alcalina (AP) como marcador enzimatico
e 3-indoxil fosfato como substrato enzimdatico (previamente misturado com nitrato de prata),
foi obtido o sinal analitico utilizando a voltametria de varrimento linear.

Apesar dos estudos de Huang et al. [36] e Sobhan et al. [37] ndo reportarem a aplicagdo
dos seus imunossensores a amostras alimentares, Montiel et al. [38] utilizou o imunossensor
desenvolvido para a detecao de Ara h 1 em amostras de saliva e de alimentos derivados do
amendoim e Alves et al. [23] desenvolveu com sucesso um imunossensor que permite rastrear

a presenca do alergénio Ara h 1 do amendoim em bolachas e chocolates.
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3.1. Material e Equipamento

Os estudos eletroquimicos (voltametria ciclica (CV) e a voltametria de varrimento linear
(LSV)) foram realizados utilizando um potenciostato/galvanostato (PGSTAT101, Metrohm
Autolab), controlado pelo software NOVA versao 1.10. Elétrodos serigrafados de carbono (SPCE,
DRP-110, Metrohm DropSens) foram utilizados como transdutores, sendo constituidos por trés
elétrodos WE, AE (fabricados com tinta de carbono) e RE (fabricado com tinta de prata) e
respetivas conexdes (fabricadas com uma tinta de prata), serigrafados sobre um substrato
ceramico (dimensdes: 3,4 x 1,0 x 0,05 cm). A interface de ligacdo dos elétrodos ao equipamento

foi adquirida ao DropSens.

Outros materiais/equipamentos utilizados foram: micropipetas Research Plus (10 pL,
200 pL, 1000 pL e multicanal), agitador basculante (Selecta, Movil-Tub), sistema de ultra
purificacdo de agua (Simplicity 185, Millipore), banho de ultrassons (Digital 10P, Sonorex),
balanca analitica com precisdo 0,00001 g (Mettler Toledo, NewClassic MS), medidor de pH
(Crison, micro pH 2002), agitador Analog Vortex Mixer (VWR, VV3), termostato de bloco
(Selecta, Tembloc), centrifugas refrigeradas (Heraeus Megafuge 16R e Heraeus-Fresco 21,
ThermoScientific), trituradora (Moulinex), agitador orbital (Orbital Shaker AO-400, Bunsen) e

leitor de placas multi-modo (Biotek, Synergy HT).

3.2. Reagentes

O anticorpo de captura (CAb; mAb 2C12, anti Ara h 1), Ara h 1 padrdo (ST-AH1) e o
anticorpo de detecdo (DAb; biotin 2F7, anti Ara h 1) foram adquiridos ao Indoor Biotechnologies.
A enzima fosfatase alcalina conjugada com estreptavidina (S-AP) foi obtida da Thermo Fisher
Scientific. Os seguintes reagentes foram adquiridos a Sigma-Aldrich: substrato enzimatico 3-
indoxil fosfato (3-IP), nitrato de prata (AgNOs), albumina do soro bovino (BSA), diamantes
(nanodimensdo, tamanho das particulas < 10 nm), tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), nitrato
de magnésio hexahidratado (Mg(NQOs),:6H,0), acido nitrico (HNOs), dimetilformamida (DMF),
dimetilsulféxido (DMSO).
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As seguintes solucbes tampdo foram preparadas semanalmente, utilizando agua
ultrapura (resistividade 18,2 MQ.cm): B1 — Tris-HNOs [0,1 M], pH 7.2; B1-BSA — Tris-HNOs [0,1
M], pH 7.2 + BSA 1% (m/v); B2 — Tris-HNO; [0,1 M], pH 9.8 + Mg(NO3), [2x10 M].

As solucGes das biomoléculas foram preparadas diariamente. A solugdo do CAb foi
preparada em B1; as solucGes de Ara h 1, DAb e S-AP em B1-BSA; 3-IP e AgNOs foram dissolvidos
em B2. Apds preparacdo, todas as solugdes foram armazenadas em tubos eppendorf opacos,
em ambiente refrigerado (4 °C).

A preparacdo da solucdo dos nanodiamantes (NDs) consistiu na pesagem de 1 mg de
NDs e posterior adicdo de 1 mL de dgua ultrapura, para obter uma concentra¢do de 1 mg/mL.
Esta solucdo foi colocada no banho de ultrassons durante 2 horas e armazenada a temperatura
ambiente para posterior utilizacdo. No protocolo otimizado utiliza-se uma concentracdo de NDs
de 0,1 mg/mL. Esta solugdo foi preparada através da diluicdo, com agua ultrapura, da solucdo
de 1 mg/mL. Antes de cada aplicacdo no elétrodo, a solucdo foi colocada no banho de ultrassons

durante 5 minutos.

3.4. Procedimento experimental

3.4.1. Nanoestruturacao do SPCE

Foram depositados 15 pL de NDs (0,1 mg/mL, dispersos em H,0) no WE do SPCE. O SPCE
permaneceu a temperatura ambiente até a secagem total, e em seguida procedeu-se a

incubacdo do anticorpo de captura (CAb).

16



I ‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS

3.4.2. Imobilizacdo do anticorpo de captura

Ap0ds a nanoestruturacdo do SPCE, colocaram-se 10 plL da solugdo do CAb (concentragdo
otimizada: 10 pg/mL) no WE. O SPCE permaneceu durante a noite em ambiente refrigerado (4

°C), num recipiente humidificado.

3.4.3. Construcao do imunossensor e detecdo eletroquimica

O desenvolvimento do imunossensor consistiu nas seguintes etapas:

Apds a lavagem do SPCE com B1, procedeu-se a (I) adicdo do/a antigénio/amostra (40
pL, em B1-BSA) e incubagdo durante 30 minutos. De seguida, lavou-se o SPCE com B1 para
remocgdo de biomoléculas que ndo tenham efetuado a ligacdo especifica anticorpo-antigénio.
(1) Adicionou-se DAb (40 L, diluigdo otimizada: 1:250 em B1-BSA), permanecendo este durante
60 minutos na superficie do elétrodo. Foi efetuada uma posterior lavagem com B1, seguindo-se
a () adigdo de S-AP (40 L, diluicdo otimizada: 1:200,000 em B1-BSA), com incubagdo durante
30 minutos. Por fim, realizou-se uma lavagem com B2 e (IV) adicionou-se uma aliquota de 40 pL
de uma solu¢3o que contém o substrato enzimatico 3-IP (1x103 M) e o nitrato de prata (4x10*
M), deixando reagir durante 20 minutos.

Para a obtencdo do sinal analitico, a AP hidrolisa o substrato enzimdatico (3-IP) a um
indoxil que é posteriormente oxidado ao azul de indigo (insoltvel). Durante este processo, os
ides prata sdo reduzidos a prata metélica (AgP), sendo que a Ag® formada no WE é diretamente
proporcional a quantidade de alergénio em estudo (Ara h 1). A prata formada (co-depositada
com azul de indigo) é reoxidada ao aplicar a técnica voltamétrica [38].

A detecdo metaloenzimatica efetua-se utilizando como técnica eletroquimica a
voltametria de varrimento linear (LSV) com os seguintes parametros: intervalo de potencial de

-0,030 V a 0,400 V; velocidade de varrimento de 0,05 V/s.
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Na figura 5 encontram-se o fluxograma da constru¢do do imunossensor e a

representacao esquematica do desenvolvimento do imunossensor eletroquimico.

(A) Nanoestruturagio e Biofuncionalizagdo do SPCE (A) Nanoestruturagao e (B) Construgdo do imunossensor

Biofuncionalizacdo

Preparar o SPCE Fosfatase Alcalina
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Figura 5 - Fluxograma da construgdo do imunossensor (esquerda) e representacdo esquematica do desenvolvimento
do imunossensor eletroquimico (direita).

3.4.4. Preparacao da amostra alimentar

A preparacdo das amostras alimentares para andlise do Ara h 1 foi efetuada de acordo
com um procedimento descrito na literatura [23]. Resumidamente, a amostra foi triturada e
homogeneizada durante 10 segundos (3 vezes) a 10,000 rpm, utilizando uma trituradora. O
produto obtido foi armazenado para posterior andlise.

Para a extra¢do do alergénio da amostra, o procedimento foi efetuado de acordo com
as recomendacgGes descritas pela empresa Indoor Biotechnologies (a qual foram comprados os
reagentes utilizados para a construgdo do imunossensor), utilizando um protocolo referenciado
nas indicacdes do produto MARIA® for Foods (Multiplex Array for Allergens), seguindo-o com

ligeiras alteragGes.
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Sucintamente, o protocolo consiste nas seguintes etapas: (1) pesar 1 g da amostra
triturada para um tubo falcon de 15 mL e adicionar 10 mL da solucdo tampao de extracao (Tris-
HNOs [0,1 M], pH 8.2); (2) Levar a suspensdo resultante ao vortex durante 10 segundos; (3)
incubar durante 15 minutos a 60 °C, utilizando um termostato de bloco (Tembloc), efetuando-
se agitacdo manual de 5 em 5 minutos (vortex); (4) centrifugar (Heraeus Megafuge 16R,
ThermoScientific) durante 20 minutos a 2500 rpm; (5) armazenar o sobrenadante em tubos
Eppendorf e guardar a -20 °C até posterior andlise.

Para a analise da amostra armazenada, (6) deve proceder-se ao descongelamento e
execucdo de nova centrifugacdo (centrifuga refrigerada Heraeus-Fresco 21, ThermoScientific)
durante 5 minutos a 5000 rpm, antes de efetuar a diluicdo apropriada (diluicdo otimizada:
1:1000 para produtos com concentra¢des de amendoim conhecidas; 1:100 para produtos sem

amendoim ou cujo rotulo indicava “pode conter vestigios”).

3.5. Validacdo do método

A validacdo do método eletroquimico desenvolvido para a andlise do Ara h 1 efetuou-
se utilizando um kit comercial ELISA, obtido pela Indoor Biotechnologies. O procedimento
experimental foi realizado de acordo com o protocolo fornecido pela empresa na compra do kit,
com duracdo de ensaio de aproximadamente 2 h 30 minutos.

Sucintamente, o protocolo consiste nos seguintes passos: (i) imobilizacdo de CAb (100
pL, 1:1000 em tampdo carbonato/bicarbonato [0,050 M], pH 9.6) numa microplaca (NUNC
Maxisorp Cert. Nunc), durante a noite, a 4 °C.

Apds o passo de lavagem, (ii) adicionar o/a antigénio/amostra, preparado/a em tampao
de ensaio e incubar durante 60 minutos = 10 minutos, seguindo-se (iii) a adi¢do de DAb + enzima
peroxidase conjugada com estreptavidina (100 pL, 1:1000 em tampdo de ensaio), durante 60
minutos £ 10 minutos e (iv) a adicdo do substrato enzimatico (TMB, 100 uL). Apds adigdo de
TMB, a monitorizagdo da reagdo é efetuada pela mudanca de cor na presenca do analito-alvo,
de transparente para azul. Apds a revelacdo da cor, adiciona-se 50 pL de uma solugdo de
paragem a cada poco de modo a parar areacdo (a cor altera para amarelo) e efetua-se a medicdo
da absorbancia a 450 nm. Foi utilizado um leitor de placas multi-modo (Biotek), sendo que os

dados foram tratados utilizando o software de analise de dados Gen5 Versdo 2.0 (Biotek).

Nota: *Apods incubagdo, entre cada etapa do ensaio lava-se os pogos 2 vezes utilizando tamp&o de lavagem (fornecido no
kit). 2A preparagdo das solugdes é efetuada em tampdo de ensaio (fornecido no kit). 3Em cada incubag&o a placa é colocada num

agitador orbital (Orbital Shaker AO-400, Bunsen) visto que uma ligeira agitagdo da placa pode reduzir a variabilidade.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Técnicas eletroquimicas: CV vs LSV

O imunossensor eletroquimico descrito nesta dissertacao foi desenvolvido utilizando
SPCEs nanoestruturados, sendo a detecdo do analito alvo (alergénio do amendoim — Ara h 1)
efetuada utilizando uma reacdo metaloenzimatica, a qual consiste na reducdo de iGes prata a
prata metdlica e subsequente oxidacdo de AgP utilizando uma técnica voltamétrica. A construc¢do
do imunossensor é efetuada em formato sandwich, que consiste na imobilizacdo prévia de
anticorpos de captura (CAb), sendo o analito (Ara h 1) reconhecido posteriormente pelo
anticorpo de detecdo (DAb) biotinilado. E adicionada a enzima fosfatase alcalina conjugada com
estreptavidina (S-AP) que, por afinidade, se liga ao esquema sandwich ja estruturado na
superficie do SPCE. Numa ultima etapa, é adicionada uma solu¢do que contém o substrato
enzimatico 3-indoxil fosfato (3-IP) e nitrato de prata, possibilitando desta forma a obtencdo do
referido sinal analitico. Na Figura 6 estdo representados os voltamogramas CV e LSV do sinal

eletroquimico da prata para o imunossensor proposto.

18 18
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Figura 6 - Voltamogramas obtidos na dete¢o de Ara h 1 (0 e 250 ng/mL) utilizando: (A) voltametria ciclica (CV); (B)
voltametria de varrimento linear (LSV). Pardmetros Experimentais: CAb 25 pg/mL; DAb 1:500; S-AP 1:150,000; 3-
IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.
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Analisando os voltamogramas da figura 6.A., observa-se o sinal de oxidacdo da espécie
eletroativa. Uma vez que nao se verifica sinal de reducdo, a técnica LSV (figura 6.B.) foi a
preterida para o estudo, por permitir a leitura do sinal eletroquimico em apenas um dos sentidos

e por a sua obtencdo ser mais simples e mais rapida.

4.2. Nanoestruturacdo do SPCE e Selecao do Solvente

O WE do SPCE foi inicialmente modificado com nanomateriais de carbono de diferentes
dimensdes (1D, 2D, 3D) de modo a estudar e correlacionar a intensidade de corrente (ip) obtida
na analise do alergénio Ara h 1 com o nanomaterial em andlise. Foram efetuadas as seguintes
nanoestruturacdes: 1D - nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT), e nanotubos de
carbono de parede dupla (MWCNT), 2D - 6xido de grafeno reduzido (rGO), 3D - nanodiamantes
(ND) e comparadas com um SPCE ndo modificado (elétrodo de controlo/referéncia do estudo).
Os nanomateriais em estudo foram dispersos em dimetilformamida (DMF) na concentragdo de
1 mg/mL. Este solvente foi selecionado por ser frequentemente utilizado na dispersdo de
nanomateriais de carbono. Os resultados obtidos encontram-se representados na figura 7. A
presencga de Ara h 1 (250 ng/mL) é indicada pela barra sem preenchimento (legendado como
“Ara h 1”) e a auséncia de Ara h 1 (0 ng/mL) é indicada pela barra com preenchimento preto
(legendado como “Branco”). A razdo sinal-branco (S/B), na presenca e auséncia do analito, foi

utilizada para selecionar os valores 6timos.

10 20
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SPCE SWCNT MWCNT rGO ND

Nanoestrutura¢do do SPCE

Figura 7 — Nanoestruturagdo do SPCE com nanomateriais de carbono de diferentes dimensdes. Parametros

Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 25 pg/mL; DAb 1:500; S-AP 1:150,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.
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Como se pode verificar na figura 7, rGO e ND apresentam as maiores intensidades de
corrente de pico (ip). Contudo, verifica-se que o resultado que evidencia a melhor opgao para

prosseguir a construcao do imunossensor consiste na nanoestruturacdao do SPCE com ND.

ApOds a selecdo dos NDs para a nanoestruturacdo dos SPCE, testou-se a sua dispersao
com outros solventes para além de DMF, nomeadamente em dimetilsulféxido (DMSO),
comummente utilizado como solvente em alguns processos bioldgicos, e em agua (H,0), por

demonstrar vantagens como a biocompatibilidade. Os resultados obtidos encontram-se na

figura 8.
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Figura 8 — Diferentes solventes utilizados para a otimizagdo da dispersdo dos NDs. Parametros Experimentais: Ara h

1 (0 e 250 ng/mL); CAb 25 pg/mL; DAb 1:500; S-AP 1:150,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Apesar de se observar um i, elevado quando os ND sdo dispersos em DMF, a razdo S/B
é consideravelmente superior quando os NDs se encontram dispersos em H,0. Na dispersao
com DMF verifica-se valores de i, elevados para o branco, contudo, tal ndo se verifica quando é
utilizado DMSO ou H;0. No entanto, é importante referir que a utilizagdo de H,0 para a
dispersdao dos NDs é considerada mais vantajosa, nomeadamente em termos de toxicidade,

comparando com os restantes solventes em estudo.
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4.3. Otimizacdo da Concentracdo de ND

Apds a escolha do nanomaterial e correspondente solvente, procedeu-se a selecao da
concentracdo 6tima de NDs para a nanoestruturacdo do SPCE.

Deste modo, foram testadas as seguintes concentra¢des de ND: 1,0; 0,50; 0,25; 0,10;
0,05; 0,025 mg/mL.

Como se pode verificar nos resultados obtidos, representados na figura 9, a
concentragdo 6tima corresponde a 0,10 mg/mL uma vez que o valor de i, e a razdo S/B associada

a esta concentragao sao superiores.
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1,0 050 0,25 0,10 0,05 0,025
Concentracdo de ND (em H,0) (mg/mL)

Figura 9 - Resultados do estudo da concentragdo de ND. Parametros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 25
pg/mL; DAb 1:500; S-AP 1:150,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

E possivel observar que para a gama de concentracdes de 1,0 a 0,10 mg/mL, a
intensidade de corrente aumenta com a diminuicdo da concentragdo de NDs. Porém, de 0,10 a
0,025 mg/mL, esta tendéncia inverte-se, observando-se deste modo a concentragdo 6tima é de

0,10 mg/mL para prosseguir a construcdo do imunossensor.
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4.4. Otimizacdo da Concentracdo do Anticorpo de Captura (CAb) e da
Diluicao da solucao do Anticorpo de Detecao (DAb)

A otimizacdo da concentracdo dos anticorpos a utilizar para a construcdo do
imunossensor é uma etapa de relevante importancia no seu desenvolvimento uma vez que estas
concentragdes sao essenciais para um funcionamento adequado.

Para a otimizacdo da concentracdo do CAb foram testadas as seguintes concentragdes:
5; 10 e 25 pg/mL, utilizando uma dilui¢do fixa de Anticorpo de Detec¢do (DAb) de 1:500. A ligacdo
entre o CAb e o SPCE/ND ocorre por adsorgdo fisica.

Como se pode observar nos resultados obtidos, representados na figura 10, verifica-se
que o melhor i, e a melhor razdo S/B correspondem a concentragdo de 10 pug/mL de CAb. Por

essa razao, esta concentracado foi utilizada nos estudos seguintes.
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Figura 10 — Otimizacdo da concentra¢do do CAb. Pardmetros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); DAb 1:500; S-
AP 1:150,000; 3-1P/Ag* 1 mM/0,4 mM.
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No estudo de otimizagdo do anticorpo de detecao foram testadas as seguintes dilui¢Ges:

I ‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

1:1000; 1:500 e 1:250. Utilizou-se uma concentracgdo fixa de CAb de 10 ug/mL. Os resultados

obtidos encontram-se representados na figura 11.
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Figura 11 - Otimizagdo da concentragdo do DAb. Parametros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 10 pg/mL;
S-AP 1:150,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Como se pode observar, para a solugdo mais diluida (1:1000), o i, obtido é bastante
inferior comparando com solugdes mais concentradas (1:500; 1:250). Contudo, verifica-se que
o melhor resultado é obtido quando é utilizada a dilui¢do 1:250, sendo também confirmado pela
razdo S/B, a qual tem o seu valor mais elevado utilizando esta dilui¢do.

Assim, apds otimizacdo das concentragdes/diluicdes dos anticorpos, verifica-se que CAb

10 pg/mL e DAb 1:250 permitem obter uma boa performance do imunossensor.
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4.5. Otimizacado da Diluicao da solucao da Enzima Fosfatase Alcalina
conjugada com estreptavidina (S-AP)
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A enzima fosfatase alcalina conjugada com estreptavidina (S-AP) liga-se por afinidade ao
anticorpo biotinilado de dete¢do. De modo a otimizar a diluicao a utilizar foram estudadas as
seguintes diluicdes de S-AP: 1:100,000; 1:150,000; 1:200,000 e 1:250,000. Os resultados obtidos

estdo expostos na figura 12.

8 1000
I Branco
[Arahl
-=-S/B {—

6 - - 750

2

4 L / - 500

s/B

2 - - 250
0 = T T T 0
\\] \\] O Q
o© o© o© o®
QO c)Qv QO 601
AN Ay AT AV

Enzima S-AP (Dilui¢do)

Figura 12 - Otimizagdo da concentragdo do S-AP. Parametros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 10 pg/mL;
DAb 1:250; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

E possivel observar que para uma diluicio mais elevada (1:250,000) obteve-se o menor
sinal, que pode dever-se ao facto de existir pouca quantidade de S-AP e assim ndo ser suficiente
para uma detecao adequada. Por outro lado, utilizando uma diluigdo de 1:200,000 é possivel
verificar um j, superior em comparagao com as restantes diluicdes em estudo, bem como uma
melhor raz3o S/B.

Deste modo, elegeu-se a dilui¢do 1:200,000 para prosseguir o estudo.
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4.6. Otimizacao do Formato do Ensaio e do Tempo de Incubacao

Para a otimizacdo do imunoensaio, diferentes formatos relativos as etapas de ensaio
foram avaliados, nomeadamente: Formato 1 — passo a passo (Ara h 1, 60 minutos; DAb, 60
minutos; S-AP, 30 minutos); Formato 2 — pré-incubacdo de Ara h 1 + DAb (Ara h 1 + DAb, 60
minutos; S-AP, 30 minutos); Formato 3 — pré-incubagdo de DAb + S-AP (Ara h 1, 60 minutos; DAb
+ S-AP, 60 minutos); Formato 4 — pré-incubacdo de Ara h 1 + DAb + S-AP (Ara h 1 + DAb + S-AP,
60 minutos).

O propodsito desta otimizacdo foi avaliar a possivel interacdo entre as diferentes

biomoléculas e melhoria do sinal analitico. Os dados obtidos encontram-se na figura 13.
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Figura 13 - Otimiza¢do do formato. Parametros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 10 pug/mL; DAb 1:250; S-
AP 1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Apesar de se verificar que o Formato 2 possibilita a obten¢do de uma intensidade de
corrente superior, 0 mesmo acontece para o sinal de branco, o que pode significar interagao
cruzada entre as biomoléculas, observando assim um efeito de interferéncia consideravel
guando comparando com o Formato 1. Relativamente ao Formato 3, verifica-se que o i, é
semelhante ao do branco, demonstrando assim que este formato nao é eficiente, ndo ocorrendo
detecdo do analito-alvo. O Formato 4 reduz consideravelmente o tempo de ensaio (60 minutos),
contudo, o i, obtido é significativamente inferior ao Formato 1. Desta forma, verifica-se que o

Formato 1 é o mais indicado para prosseguir a otimizagdo do imunossensor.
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Apds selecdo do formato 1, que consiste num tempo de ensaio de 2 h e 30 minutos, com
posterior adi¢gdo de 20 minutos para incubagdo da solugdo 3-IP/Ag* (tempo total de ensaio de 2
horas e 50 minutos), procedeu-se a otimiza¢do dos tempos de incubacdo de cada etapa de modo
a reduzir o tempo total de ensaio. Desta forma, foram testados os seguintes modelos: (A) Ara h
1, 60 minutos; DAb, 60 minutos; S-AP, 30 minutos; (B) Ara h 1, 60 minutos; DAb, 30 minutos; S-
AP, 30 minutos; (C) Ara h 1, 30 minutos; DAb, 60 minutos; S-AP, 30 minutos. Os resultados

obtidos estdo representados na figura 14.
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Figura 14 — Otimizagdo do tempo total de ensaio utilizando o formato 1. (A) Ara h 1, 60 minutos; DAb, 60 minutos; S-
AP, 30 minutos; (B) Ara h 1, 60 minutos; DAb, 30 minutos; S-AP, 30 minutos; (C) Ara h 1, 30 minutos; DAb, 60 minutos;
S-AP, 30 minutos. Pardmetros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 10 ug/mL; DAb 1:250; S-AP 1:200,000; 3-
IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Na figura 14 observa-se que a razdo S/B é similar entre os resultados para os modelos A
e C. Contudo, o valor de i, é superior em C, sendo que este modelo tem ainda uma redugdo no
tempo de ensaio correspondente a menos 30 minutos comparativamente ao A. Assim,
utilizando o modelo C, o ensaio é realizado num tempo total de 2 horas e 20 minutos. O tempo
de manuseio/manipulacdo (hands-on time) foi determinado em aproximadamente 10 minutos

(* 2 minutos).

29



.
GRAQ I‘S e‘p Instituto Superior de
Engenharia do Porto
GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS !glmqu\!qm te ‘
FARA® GUIMICA VERGE

4.7. Sintese da Otimizacao das Variaveis Experimentais

Relativamente as otimizacdes efetuadas, apresentam-se resumidamente na Tabela 2 as
varidveis experimentais estudadas, bem como os parametros e intervalos analisados e o valor

selecionado para prosseguir com o estudo.

Tabela 2 — Resultado das otimizagdes das varidveis experimentais para o desenvolvimento do imunossensor.

Varidavel Experimental Pardmetro/Intervalo Analisado  Parametro/Valor Selecionado
Nanomaterial de Carbono SWCNT, MWCNT, rGO e ND ND
Solvente para dispersar os NDs DMF, DMSO e H20 H20
Concentragéo de ND (mg/mL) 1; 0,50; 0,25; 0,10; 0,05 e 0,025 0,10
Concentragdo do Anticorpo de
5,10e 25 10
Captura (ug/mL)
Anticorpo de Detegdo (Diluigdo) 1000, 500 e 250 250
Enzima conjugada S-AP 100,000; 150,000; 200,000 e
200,000
(Diluigdo) 250,000

Em sintese, apds otimizacdo dos parametros apresentados, os melhores resultados
obtidos utilizando as condicGes experimentais 6timas foram os seguintes: Nanodiamante (ND)
0,10 mg/mL disperso em H,0; CAb 10 pug/mL; DAb 1:250; S-AP 1:200,000; Formato 1 (passo a
passo) com os tempos de ensaio de Ara h 1 - 30 minutos, DAb - 60 minutos, S-AP - 30 minutos.
Outras condic¢des: 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM — 20 minutos (tempo total de ensaio de 2 horas e 20

minutos).
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4.8. Avaliacdo do Funcionamento do Sensor

Para avaliar o correto funcionamento do ensaio, foram avaliadas as interacGes entre os
diferentes reagentes envolvidos (anticorpos, enzima, substrato enzimatico e prata). Assim,
procedeu-se a avaliagdo do ensaio na auséncia de: a) CAb; b) DAb; c) S-AP; d) 3-IP; e) Ag*. Como
referéncia, foi feita a andlise na auséncia (Branco, 0 ng/mL Ara h 1) e na presenca (250 ng/mL

Ara h 1) do analito em estudo. Os resultados obtidos encontram-se presentes na figura 15.
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Figura 15 — Avaliagdo do funcionamento do imunossensor. Parametros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb

10 pg/mL; DAb 1:250; S-AP 1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Através da andlise da figura 15, corrobora-se o correto funcionamento do sensor, sendo
explicito que este permite a obtencdo de sinal eletroquimico na presenca do alergénio em

estudo (Ara h 1) e que os diferentes reagentes envolvidos nao interferem no sinal.
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4.9. Caraterizacao do Método
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O desempenho analitico do imunossensor eletroquimico desenvolvido foi testado
utilizando os parametros previamente otimizados. Foram testadas as seguintes concentragdes
de Ara h 1: 0 ng/mL; 25 ng/mL; 50 ng/mL; 100 ng/mL; 250 ng/mL; 500 ng/mL e 1000 ng/mL. A

reta de calibracdo encontra-se presente na figura 16.A e os respetivos voltamogramas LSV na

figura 16.B.
20 i, (MA) = (0,02740,001) [Ara h 1] + (1,41+0,313) A
r=0,994
16 N #
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Figura 16 — A - Reta de calibragdo para analise de Ara h 1 (i, vs concentragdo de Ara h 1); B — Exemplos de
voltamogramas LSV obtidos para a gama de concentragdes linear (0, 25, 50, 100, 250 e 500 ng/mL). Parametros

Experimentais: CAb 10 pg/mL; DAb 1:250; S-AP 1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

A relagdo linear entre o i, e a concentragdo de Ara h 1 verificou-se entre 25 e 500 ng/mL
(ip (WA) = (0,027 £ 0,001) [Ara h 1] + (1,41 £ 0,31); r = 0,994; n = 5), com uma sensibilidade de
0,342 pA.mL.ngt.cm™.
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Os limites de detegdo (LOD = 3 X s/m) e de quantificagdo (LOQ = 10 X s/m)

foram calculados a partir da reta de calibragdo, sendo o s correspondente ao desvio-padrao do
sinal branco e o m ao declive da reta de calibragdo. Os valores obtidos foram: LOD = 0,78 ng/mL
e LOQ = 2,6 ng/mL. O coeficiente de variagdo do método obtido, V., (%) ~ 10, demonstra
assim uma precisdao de método adequada. Para a obtencdo deste valor, foi efetuado o seguinte
calculo: Vyo (%) = Sxo/X, sendo que Syo = S,/x/m e X corresponde a média das

concentragdes em estudo. A tabela 3 indica as figuras de méritos do método.

Tabela 3 — Figuras de mérito do imunossensor desenvolvido para andlise do Ara h 1.

Figuras de Mérito

Intervalo de concentragdo (ng/mL) 25-500
Coeficiente de correlagdo (r) 0,994
Declive (m) (ng/mL) 0,027
Desvio padrdo do declive (Sm) (ng/mL) 0,001
Intercepgdo (b) (HA) 1,41
Desvio padrdo da intercepgao (Sa) (HA) 0,313
Desvio padrdo da regressao linear (Sy) 0,482
Desvio padrdao do método (Sxo) 17,8
Coeficiente de variagdo do método (Vi) (%) 9,6
Limite de detec3o (ng/mL) 0,78
Limite de quantificacdo (LOQ) (ng/mL) 2,6

33



.
GRAQ I‘s e‘p Instituto Superior de
Engenharia do Porto

GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS !'S_ﬂqpl!!\m te ‘

4.10. Precisao e Estabilidade do sensor

Para estimar a repetibilidade da andlise, uma solucdo de Ara h 1 de concentracdao 250
ng/mL foi analisada sucessivamente utilizando 3 elétrodos diferentes, no mesmo dia. O desvio
padrdo relativo (RSD) obtido foi de 4,9%, indicando que a repetibilidade é adequada.

A reprodutibilidade da analise foi avaliada utilizando diferentes sensores e uma solucao
de Ara h 1 de concentragdo 250 ng/mL, analisados durante 3 dias consecutivos, obtendo-se um
RSD de 7,3%. Assim, pode-se concluir que a reprodutibilidade é aceitavel.

A avaliacdo da estabilidade do sensor foi efetuada durante 4 semanas. Os elétrodos
foram preparados simultaneamente e armazenados a 4 °C e o sinal foi monitorizado durante as
semanas referidas, utilizando solu¢des de 0 e 250 ng/mL de Ara h 1. Os resultados obtidos

encontram-se na figura 17.

0 1 2 3 4
Armazenamento (semanas)

Figura 17 - Estudo da estabilidade do sensor. Pardmetros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 10 ug/mL; DAb
1:250; S-AP 1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Ndo se observaram diferencas significativas nos sinais analiticos durante as duas
primeiras semanas, sendo que o sinal obtido em relagdo ao sinal inicial foi de 96,7 % para a
primeira semana e de 94,0 % para a segunda semana. Contudo, verifica-se que a partir da
terceira semana ha uma reducdo significativa do sinal. Deste modo, é possivel concluir que o

imunossensor desenvolvido apresenta estabilidade de duas semanas.
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4.11. Estudo da Seletividade e Interferentes

A seletividade do imunossensor foi avaliada utilizando outras proteinas alergénicas do
amendoim (Arachis hypogaea), nomeadamente Ara h 2 (5 ng/mL) e Ara h 6 (2,5 ng/mL), e outra
proteina alergénica ndo-alvo, a Gal d 2 (Ovalbumina do ovo de galinha, Gallus domesticus; 180
mg/mL). Estas solucGes foram analisadas na auséncia de Ara h 1.

O estudo dos interferentes foi efetuado adicionando Ara h 1 (250 ng/mL) a cada uma
das solucbes das proteinas alergénicas em estudo, sendo que os resultados obtidos se

encontram na figura 18.

10
M Seletividade
O Interferentes

8 -

6 - i

=

4 -

2 -

0 __- . I : . . ||
\O 1 © 1
0 X ™ >

(,0“{6 o o e

Figura 18 - Estudo da seletividade e interferentes utilizando proteinas alergénicas alvo (Ara h 1 - Controlo) e ndo-alvo
(Ara h 2, Ara h 6 e Gal d 2). Pardmetros Experimentais: Ara h 1 (0 e 250 ng/mL); CAb 10 pg/mL; DAb 1:250; S-AP
1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Como se pode observar, relativamente as proteinas alergénicas da familia do amendoim
(Ara h 2 e Ara h 6), verifica-se um aumento ligeiro do i, no estudo da seletividade, sendo este
valor expectdvel tendo em conta as similaridades da constituicdo proteica. No estudo de
interferentes, verifica-se um ligeiro decréscimo do i, na presenca de Ara h 2 uma vez que tanto
a proteina alvo (Ara h 1) como a ndo-alvo (Ara h 2) competem pelo local de ligacdo aos
anticorpos de captura e de detecdo. Os testes efetuados utilizando a proteina ndo-alvo Gal d 2
demonstraram que ndo ha ligacdo ndo-especifica desta proteina aos anticorpos e que este

também n3o interfere na andlise.
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4.12. Estudos de Recuperacdo

Para o estudo de recuperacdo, um extrato de bolacha (cujo rétulo indica que nao
contém amendoim ou frutos de casca rija) foi fortificada com quatro concentragdes de Ara h 1

(50; 100; 250; 500 ng/mL), sendo que a Tabela 4 e a figura 19 demonstram os resultados obtidos.

Tabela 4 - Valores obtidos para o estudo da recuperagdo de Ara h 1.

Concentragéo Concentragao Recuperagdo (%) RSD (%)
Adicionada (ng/mL) Detetada (ng/mL)
250 188,5 75,4 4,4
500 351,9 70,4 2,5
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Figura 19 - Extrato de bolacha fortificado com Ara h 1 (0, 50, 100, 250 e 500 ng/mL). Parametros Experimentais: CAb
10 pg/mL; DAb 1:250; S-AP 1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Observando a Tabela 4 e a figura 19, é possivel verificar que para as concentragdes de
50 ng/mL e 100 ng/mL ndo foi possivel calcular a percentagem de recuperacgdo (apesar de ser
possivel a detecdo de 100 ng/mL) uma vez que o valor obtido é inferior a ordenada na origem
da reta de calibragdo, resultando num valor ndo quantificavel. Para as concentragées de 250

ng/mL e 500 ng/mL, foram obtidas recuperac¢des de 75,4 % e 70,4%, respetivamente.
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4.13. Otimizacdo da Diluicao da Amostra Alimentar e Quantificacao de Ara
h 1 em Amendoim

Na auséncia de uma amostra certificada para proceder a validagdo dos resultados do
biossensor, foi utilizada manteiga de amendoim em pé (amendoins (100%) de agricultura
bioldgica; Certified Organic by Ecocert, Canada).

De acordo com as recomendacdes sugeridas pela empresa a qual se comprouo Arah 1
padrdo (Indoor Biotechnologies), apds efetuar o procedimento de extracdo recomendado
(Material e Métodos, seccdo 3.4.4.), foi efetuada uma série de diluicdes da amostra devido a
elevada variabilidade da concentracdo dos alergénios. Deste modo, foram testadas as seguintes

diluicbes: 1:100; 1:500; 1:1000; 1:2500. Os resultados obtidos encontram-se na figura 20.
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Figura 20 - Otimizagdo da diluigdo da amostra alimentar (manteiga de amendoim em pd). Pardmetros Experimentais:

CAb 10 pg/mL; DAb 1:250; S-AP 1:200,000; 3-IP/Ag* 1 mM/0,4 mM.

Apesar de se verificar que o i, mais elevado corresponde a diluigao 1:500, observa-se
gue os resultados demonstram menor precisdo (RSD = 13,7%), ao contrario da diluigdo 1:1000
(RSD = 4,9%), sendo esta ultima a que indica o resultado mais fidedigno para o presente estudo.
Verifica-se que para a dilui¢do de 1:2500 ha uma diminui¢cdo do i,, bem como uma menor
precisdo (RSD = 17,0 %). Para a dilui¢do de 1:100 observa-se saturagao de sinal com boa precisdo
(RSD = 0,1 %), sendo esta uma diluicdo menos indicada para a analise da amostra. Deste modo,
a diluicdo selecionada para prosseguir o estudo foi de 1:1000. Utilizando a diluicdo 1:1000
procedeu-se a quantificacdo de Ara h 1 na amostra e obteve-se uma concentragdo de 4,8 £ 0,3

mg/g, estando de acordo com a literatura [23].
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4.14. Fortificacdo de uma Amostra Alimentar com Diferentes Percentagens
de Amendoim

De modo a determinar a quantidade de amendoim em amostras alimentares, procedeu-
se a adicdo de amendoim em diferentes percentagens (0,1 %; 0,5 %; 1 %; 2,5 %; 5 %; 10 %) numa
amostra alimentar (bolacha) cujo rétulo indicava a auséncia de amendoim e/ou frutos de casca
rija, garantindo desta forma a presenca de amendoim em quantidades conhecidas.

Com este estudo pretendeu-se avaliar a presenca/auséncia de amendoim e quantificar
Ara h 1 na amostra alimentar relativamente a sua percentagem adicionada. Os resultados

obtidos encontram-se presentes na figura 21.
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Figura 21 — Massa de Ara h 1 quantificada na amostra alimentar (mg/g) vs Amendoim adicionado (%).

38



.
GRAQ I‘s e‘p Instituto Superior de
Engenharia do Porto

GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS !'E_ﬂqpl!!\l:!‘:lte ‘

4.15. Andlise de Amostras Alimentares: Imunossensor vs ELISA

Para a andlise de amostras alimentares e quantificacdo de Ara h 1 utilizando o
imunossensor eletroquimico desenvolvido, procedeu-se a obtencdo de produtos alimentares
num supermercado local. A selecdo foi efetuada tendo por base alimentos mais vulgarmente
consumidos ao pequeno-almo¢o uma vez que a ingestdo de produtos que contenham
amendoim e outros alergénios, apds um periodo prolongado de ndo ingestdo de alimentos,
pode levar a reagOes alérgicas severas devido a maior capacidade de absor¢ao dos alimentos no
periodo do dia mencionado. Deste modo, os produtos alimentares em estudo foram: 1 - Farinha;
2 - Barra Energética (sem amendoim); 3 - Barra Proteica (5% de amendoim); 4 - Barra Proteica
(12% de amendoim); 5 - Tremoco; 6 - Bolacha Belga; 7 - Bolacha Agua e Sal; 8 - Bolacha Maria;
9 - Bolacha de Amendoim e Anands (8% de amendoim); 10 - Cereal Integral; 11 - Granola; 12 -
Muesli; 13 - Aveia; 14 - Ervilha; 15 - Soja; 16 - Améndoa; 17 - Avela. Para a extracdo do alergénio

efetuou-se o procedimento experimental descrito em “Material e Métodos, seccdo 3.4.4”.

Entre os produtos analisados constam, para além do amendoim e da manteiga de
amendoim, outros legumes (tremogo), produtos que ndo contém amendoim (farinha e barra
energética), produtos que podem conter vestigios de amendoim (bolacha dgua e sal, bolacha
maria, cereal integral, granola e muesli) e produtos que contém amendoim em percentagens

conhecidas (barras proteicas e bolacha de amendoim e ananas).

Foram testadas as amostras alimentares referidas, bem como alguns ingredientes
representativos. Os resultados obtidos encontram-se graficamente apresentados na figura 22.
Para além dos resultados obtidos para a quantificacdo de Ara h 1 em mg/g em amostras
alimentares, representam-se na figura 22 os resultados obtidos para amostras cuja percentagem
de amendoim é conhecida (10 %; 5,0 %; 2,5 %; 1,0 %; 0,5 %; 0,1 %), permitindo uma analise

grafica entre as amostras alimentares e as amostras de percentagem de amendoim conhecidas.
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Figura 22 - Quantificacdo em mg/g de Ara h 1 em amostras alimentares e resultados obtidos para a adi¢do de
amendoim em diferentes % (10 %; 5,0 %; 2,5 %; 1,0 %; 0,5 %; 0,1 %) numa amostra alimentar (bolacha sem
amendoim). Legenda: 1 - Farinha; 2 - Barra Energética (sem amendoim); 3 - Barra Proteica (5% de amendoim); 4 -
Barra Proteica (12% de amendoim); 5 - Tremogo; 6 - Bolacha Belga; 7 - Bolacha Agua e Sal; 8 - Bolacha Maria; 9 -
Bolacha de Amendoim e Ananas (8% de amendoim); 10 - Cereal Integral; 11 - Granola; 12 - Muesli; 13 - Aveia; 14 -
Ervilha; 15 - Soja; 16 - Améndoa; 17 - Avela.

Comparando os resultados da fortificacdo com as amostras em estudo, é possivel
concluir que as percentagens de amendoim apresentadas no rétulo dos produtos 3, 4 e 9 estdo
em conformidade com o rotulado. A andlise efetuada permite ainda concluir que o produto 11
apresenta valores entre 0,5% a 1,0% de amendoim e o produto 12 apresenta valores entre 0,1%

a 0,5% de amendoim, cujas percentagens eram desconhecidas no rétulo de cada um destes.

Apds analise de todas as amostras alimentares, as mesmas foram analisadas utilizando
o kit ELISA realizado de acordo com o procedimento descrito em “Material e Métodos, seccdo
3.5. Validagdo do método”. Os dados foram obtidos segundo os calculos expostos no Anexo A
(massa de Ara h 1 presente nas amostras alimentares). Os resultados encontram-se na Tabela
5, onde constam a média das massas de Ara h 1 calculadas, obtidas utilizando o imunossensor

desenvolvido e o kit ELISA e o respetivo desvio relativo.
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Tabela 5 — Resultados obtidos para a quantificagdo de Ara h 1 (mg/g) num conjunto de amostras alimentares.

Ara h 1 (mg/g) Desvio Relativo

Alimento/ Ingrediente %
Imunossensor ELISA (%)
Amendoim 4,29+0,16 4,33+0,31 -0,92
Manteiga de 4,85 + 0,26 4,70 + 0,41 3,19
Amendoim
Farinha Nd Nd Nd
Barra Energet.lca Nd Nd Nd
(Sem amendoim)
Barra Proteica
0,37 £0,05 0,40+ 0,04 -7,50
(5% amendoim) ’ ’ ’ ’ ’
Barra Proteica
1,07 £ 0,07 0,95 + 0,05 12,6
(12% amendoim) ’ ’ ’ ’ ’
Bolacha Belqa Nd Nd Nd
(Sem amendoim)
Bolacha Agua e,Sf.'ll Nd Nd Nd
(Pode conter vestigios)
Bolacha Marlla . Nd Nd Nd
(Pode conter vestigios)
Bolacha de
Amendoim e Anands 0,75+£0,01 0,77 £0,03 -2,60
(8% amendoim)
Cereal Integn?l. Nd Nd Nd
(Pode conter vestigios)
Granola , . 0,15+0,01 0,20+ 0,01 -25,0
(Pode conter vestigios)
Muesli 0,05 + 0,01 0,09 £ 0,01 44,4
(Pode conter vestigios)
Aveia Nd Nd Nd
Améndoa Nd Nd Nd
Aveld Nd Nd Nd
Ervilha Nd Nd Nd
Tremogo Nd Nd Nd
Soja Nd Nd Nd

*Nd — N3o detetavel
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Apds andlise dos resultados, apresentados na Tabela 5, verifica-se que é eficientemente
determinada a auséncia (Nd— N3do detetdvel) de Ara h 1 para Farinha, Barra energética, Bolacha
Belga, Bolacha Agua e Sal, Bolacha Maria, Cereal Integral, Aveia, Améndoa, Aveld, Ervilha,
Tremoco e Soja, permitindo constatar que o imunossensor desenvolvido é seletivo ao alergénio
em estudo, visto que para os alimentos que contém amendoim (Amendoim, Manteiga de
Amendoim, Barras Proteicas (5% e 12%), Bolacha de Amendoim e Ananas (8%), Granola e Muesli

(podem conter vestigios)) é possivel detetar e quantificar Ara h 1.

Pode verificar-se através dos resultados obtidos que a quantificacdo das amostras
alimentares cujos rétulos indicavam a percentagem de amendoim presente foi efetuada com
precisdo. Das amostras que continham no rétulo a indicacdo “Pode conter vestigios de
amendoim” (Bolacha Belga, Bolacha Agua e Sal, Bolacha Maria, Cereal Integral, Granola e
Muesli), apenas foi possivel quantificar o Ara h 1 na Granola e no Muesli, indicando estes
resultados que dos produtos alimentares analisados apenas estes efetivamente continham

vestigios de amendoim.

Dos ingredientes em estudo (Farinha, Aveia, Améndoa, Avel3d, Ervilha, Tremoco e Soja),
verificou-se que ndo interferiam na andlise e que a quantidade de Ara h 1 foi inferior ao limite

de detecdao do método.

Os resultados dos desvios relativos para amostras que contém a indicacdo da
percentagem de amendoim sdo inferiores a 15%, o que confirma que os resultados do sensor
sdo exatos. Verificam-se, contudo, valores superiores para as amostras de granola e muesli,
sendo ambos superiores na técnica ELISA. Estes resultados podem dever-se ao efeito de matriz
da amostra que se observa nos valores relativos a técnica ELISA, contrariamente ao
imunossensor desenvolvido (no qual o efeito matriz da amostra ndo é representativo devido a

excelente seletividade do biossensor).

Na figura 23, encontra-se representada a correlagdo entre os resultados obtidos (m =
1,02 e r=0,999), do imunossensor eletroquimico vs. ELISA. Assim, mais uma vez, pode-se concluir

gue os resultados do sensor sdo exatos.
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Figura 23 — Correlagdo entre os resultados obtidos utilizando o imunossensor eletroquimico vs. ELISA.

E importante referir que as metodologias utilizadas (imunossensor e kit ELISA)

apresentam caracteristicas distintas, nomeadamente:

- O tempo de ensaio utilizando o imunossensor é de 2 horas e 20 minutos, englobando
todas as etapas de andlise. O kit ELISA efetua-se em 2 horas, contudo este método requer ainda
etapas de lavagem exaustivas (3 vezes por etapa), com tempo estimado de 10 minutos entre
cada etapa, adicionando-se ainda o tempo para a leitura das absorvancias. Para além disso, o
tempo de manuseio/trabalho (hands-on time), é consideravelmente inferior no imunossensor,

comparando com o kit ELISA (10 minutos vs. 30 minutos, respetivamente);

- Para o imunossensor, sdo utilizados elétrodos de uso Unico (um por cada amostra),
sendo apenas necessario utilizar em nimero proporcional de amostras em estudo. Com o kit
ELISA, é utilizada uma placa de 96 pogos, independentemente do nimero de amostras, a qual

podera ficar inutilizada caso a amostragem seja reduzida;

- Relativamente a sustentabilidade dos métodos, o kit ELISA requer um maior volume
de reagentes e solugbes (ELISA requer 100 uL por pogo vs. Imunossensor requer 40 uL por

elétrodo) comparativamente ao imunossensor desenvolvido;

- Adicionalmente, o imunossensor eletroquimico apresenta carateristicas como
portabilidade, baixo custo e permite que as andlises sejam realizadas no local da amostragem.
De outro modo, para efetuar a técnica ELISA sdo necessdrios equipamentos de grande porte

para realizar a leitura das absorvancias e pessoal técnico especializado para executar a analise.

Assim, é consideravelmente mais vantajoso utilizar o imunossensor eletroquimico

desenvolvido em detrimento do kit ELISA para analises de rotina.
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4.16. Comparagao com Trabalhos Anteriores

Na Tabela 6 apresentam-se algumas carateristicas referentes ao desenvolvimento de

imunossensores e imunoensaios eletroquimicos reportados para andlise de Ara h 1.

Tabela 6 — Carateristicas de imunossensores e imunoensaios eletroquimicos para andlise de Ara h 1.

Tipode Tempode
Transdutor P . P R LOD Amostras Referéncia
ensaio ensaio

Bolachas, cereais, barras Este

SPCE/NDs Sandwich  2h20min 0,78 ng/mL L .
energéticas e proteicas  trabalho

SPCE/AuNPs  Sandwich 3h50min  3,8ng/mL Bolachas e chocolates [23]

AUuE/11-MUA  Label-free 5 min 0,3 nM SD [36]

"Silicon

L /- i 1 L D 7
Wafer"/SWCNT abel-free 30 min ,0 ng/m S [37]

Saliva e alimentos

PCE/MB ich 2h L
SPCE/MBs Sandwic 6,3 ng/m derivados do amendoim

(38]

*11-MUA: Acido 11-mercaptoundecanoico; AuE: Elétrodo convencional de ouro; AuNPs: Nanoparticulas de Ouro;
MBs: Particulas magnéticas; SD: Sem Dados; "Silicon Wafer"; SPCE: Elétrodo serigrafado de carbono; SWCNT:

Nanotubos de carbono de parede simples.

O elemento transdutor mais descrito na literatura é o SPCE. Contudo, no trabalho de
Huang et al. [36] foi utilizado um elétrodo convencional de ouro, o qual requer um processo de
limpeza complexo e laborioso. No trabalho de Sobhan et al. [37] foi utilizado como plataforma
transdutora “Silicon Wafer” que requer varias etapas para poder ser empregue no

desenvolvimento do imunossensor, sendo este procedimento moroso.

Em todos os trabalhos descritos foram utilizados nanomateriais (AuNPs, SWCNT),
micromateriais (MBs) e/ou monocamadas auto-organizadas (11-MUA). A sua utilizagdo tem

como objetivo a imobiliza¢do do anticorpo de captura de forma eficaz e estavel.
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Huang et al. [36] e Sobhan et al. [37] desenvolveram ensaios do tipo label-free, em que
o tempo de ensaio é consideravelmente inferior aos ensaios do tipo sandwich. Contudo, o
formato utilizado (/label-free) exige tempos prolongados na preparagdo da plataforma

transdutora, sendo consideravelmente superiores aos ensaios do tipo sandwich.

Dos trabalhos descritos encontrados na literatura, apenas Alves et al. [23] e Montiel et

al. [38] utilizaram amostras alimentares para validar as metodologias desenvolvidas

O imunossensor eletroquimico desenvolvido nesta dissertacdo apresenta vantagens
diferenciadas relativamente aos descritos até a data. A nanoestrutura¢do do SPCE com NDs para
a determinacdo do Ara h 1 ainda nao foi descrita, sendo que a utilizacdo deste nanomaterial é
considerada inovadora na estruturacdo da plataforma transdutora e imobilizacdo do anticorpo
de captura devido a configuracdo 3D do nanomaterial de carbono conferindo maior
disponibilidade de locais de ligagdo. Além disso, usufruindo de um tempo de ensaio de 2 horas
e 20 minutos, obteve-se um limite de detecdo (LOD) de 0,78 ng/mL, sendo este valor
consideravelmente inferior aos ensaios do tipo sandwich descritos, permitindo um melhor
rastreio de amostras alimentares. Ainda se verificou que a plataforma desenvolvida (SPCE/ND)
é estavel durante pelo menos 2 semanas, permitindo a preparacdo da plataforma

atempadamente.
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5. Conclusdo

As alergias alimentares sdo consideradas pela Organizacdo Mundial da Saiude um dos
principais problemas de salude. Entre os alimentos/produtos alimentares que podem originar
alergia, o amendoim destaca-se por causar rea¢oes alérgicas de moderadas a severas num curto
espaco de tempo apds a sua ingestao, podendo ser potencialmente fatais. A prevengao e a ndo
ingestao destes produtos sdo as alternativas possiveis uma vez que n3o existem tratamentos

para pessoas alérgicas.

A detecdo de quantidades vestigiais de um alergénio de amendoim, nomeadamente Ara
h 1, foi efetuada na presente dissertagdo utilizando um imunossensor eletroquimico. Foram
utilizados SPCEs como plataforma transdutora, sendo o WE nanoestruturado com
nanodiamantes dispersos em agua (SPCE/ND). O imunoensaio do tipo sandwich foi desenvolvido
num tempo de analise total inferior a 2 horas e 30 minutos, com um tempo de manuseio de 10
minutos. O sinal voltamétrico foi obtido utilizando a voltametria de varrimento linear. Em
condi¢bes experimentais otimizadas, verificou-se a resposta linear do imunossensor
desenvolvido entre 25 e 500 ng/mL, obtendo-se um limite de detecdo de 0,78 ng/mL. Foi
analisada a estabilidade do SPCE/ND biofuncionalizado com anticorpo de captura, verificando-

se um periodo de estabilidade de 2 semanas.

A analise de Ara h 1 em amostras alimentares foi efetuada com sucesso. Testaram-se
varios produtos alimentares, nomeadamente amendoim, manteiga de amendoim, bolachas,
cereais, barras energéticas e proteicas, que contém amendoim. Para além destes, analisaram-
se outros legumes como ervilha e tremoco. Foram ainda testados produtos que “podem conter
vestigios de amendoim”, bem como ingredientes que englobam a matriz das amostras
alimentares. Os alimentos analisados que continham amendoim foram quantificados e os

resultados foram validados utilizando a técnica ELISA.

A nanoestruturacdo de SPCEs com NDs para a andlise e determinac¢do do Ara h 1 e/ou
outros alergénios alimentares em produtos alimentares utilizando um imunossensor
eletroquimico ndo foi descrita na literatura até a data, sendo a modificacdo da superficie

transdutora referida descrita pela primeira vez nesta dissertacao.
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O imunossensor desenvolvido apresenta vantagens comparativamente aos métodos
classicos, nomeadamente pela sua sensibilidade, portabilidade, miniaturizacdo, baixo custo,
permitindo que as anadlises sejam realizadas no local da amostragem. O pré-tratamento da

amostra para a extracdao do alergénio é efetuado num formato simplificado, com um tempo

inferior a 1 hora.

O método utilizado e desenvolvido nesta dissertacao permite a dete¢do de um alergénio
de amendoim em quantidades vestigiais (até 0,1%), permitindo analisar com precisdo amostras

disponiveis comercialmente e processadas em industrias de bens alimenticios.

Como perspetivas futuras, sugere-se o desenvolvimento de metodologias que fornecam
resultados em menos tempo. Isto pode ser atingido, por exemplo, através da andlise do
alergénio num formato de ensaio do tipo label-free ou alteracdo da marca enzimatica. A redugdo
do tempo de analise pode ser efetuada por exemplo num formato de ensaio do tipo label-free
uma vez que ndo é necessdrio utilizar anticorpo de detegdo, enzima e substrato enzimatico.
Alterando a marca enzimatica, pode também reduzir o tempo de andlise visto que existem
substratos enzimaticos alternativos ao testado na presente dissertacdo que necessitam de

menor tempo de reacio.
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Anexos

A. Calculo da massa de Ara h 1 em amostras alimentares

Utilizando a equacgao obtida através da reta de calibragdo (i, (MA) = (0,027 £ 0,001) [Ara h 1]
+(1.41 £ 0.313), r = 0,994, n = 5 (Sector 4.9.)), é possivel quantificar a massa de Ara h 1 nas
amostras alimentares selecionadas para o estudo e obtidas comercialmente. Os resultados

obtidos encontram-se apresentados na Tabela 5, no sector 4.15.
Exemplo de Calculo (manteiga de amendoim):

=> Intensidade de corrente i, obtida nos ensaios realizados

ip1= 15 pA
i2= 14 pA

=» Dados necessarios

Mamostra = 1,000 g
Vs, extragdo = 10,00 mL
F4 (Fator de Diluicdo) = 1000

=>» Concentracdo de Arah 1 em ng/mL

ip; = 0,027 x [Arah 1]; + 1,41 o
& 15=10,027 X [Arah 1]; + 1,41 &
o [Arah 1]; = 503,3 ng/mlL

ipz = 0,027 x [Arah 1], + 1,41 ©

©14=0,027 x [Arah 1], + 1,41 &
o [Arah 1], = 466,3 ng/mlL
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=» Concentracdode Arah1em mg/g

[Arah 1], = 503,3 ng/mL x 1000 x 10,00mL/ 1,000 g x 10 -6:—g =

5,03mg/g

[Arah 1], = 466,3 ng/mL x 1000 x 10,00mL/ 1,000g X 10 ®mg/ng =
4,66 mg/g

=>» Concentracdo média final de Ara h 1 (Média + Desvio Padrdo) em mg/g

[Arah 1]manteiga de amendoim = (4,85 £ 0,26) mg/g

=> Existe 4,85 + 0,26 mg de Ara h 1 por 1 g de amostra de Manteiga de Amendoim.
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