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DETECTIE ELECTROCHIMICA COMBINATA CU REZONANTA PLASMONILOR DE
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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unei platforme imunosensibile, atit din
punct de vedere electrochimic, cit si din punct de vedere al rezonantei plasmonilor de suprafati,

pentru determinarea selectiva a micotoxinelor din probe complexe.

Micotoxinele reprezintd compusi naturali cu masd moleculara relativ mica, care apar ca
metaboliti secundari ai dezvoltarii ciupercilor parazite (Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Claviceps si Alternania) in produse vegetale (cereale, fructe, cafea, oleaginoase, condimente)
cultivate, depozitate si utilizate ca hrand pentru animale i oameni. Contaminarea cu micotoxine
se produce prin ingerarea alimentelor contaminate, in mod direct prin plante sau indirect prin
produse animale (ex. oud, lapte, carne), inducind efecte adverse asupra sindtdfii umane si
animale (cancerigene, teratogene, mutagenice, nefrotoxice, hepatotoxice si imunotoxice). Din
cele peste 300 de substante denumite micotoxine, aflatoxinele, ocratoxina A, deoxinivalenona,
fumanozinele, patulina, zearalenona si ergotaminele reprezintd contaminantii cel mai des intélniti

in alimente si furaje, avand efecte negative puternice asupra sanatitii umane si a economiei.

Avand in vedere cd micotoxinele se regisesc in produsele alimentare la concentratii de
ordinul ng/L (aflatoxine), respectiv pg/L (ocratoxina A, patulina etc), detectia precoce a acestor
metaboliti reprezintd un indicator relevant al factorului de risc asupra sinititii umane, astfel
fiind necesare sisteme de analizd foarte sensibile, rapide si accesibile pentru detectarea si
cuantificarea acestora. In general, metodele dezvoltate pentru detectia si monitorizarea
micotoxinelor sunt metode cromatografice (HPLC, TLC) cu detectie fluorimetrica sau cu captura
de electroni (GC/MS, LC/MS) si imunochimice de tip ELISA (Enzyme-linked immunosorbent

assays), radioimunoanaliza si imunoanalizi prin injectare secventiala.

Metodele mentionate mai sus sunt sensibile, dar prezintd o serie de dezavantaje: sunt
scumpe, necesitdnd echipamente si kit-uri de analiza scumpe, sunt laborioase si consumatoare de
timp, necesitind mai multe etape complexe de pre-tratare a probelor, de derivatizare si/sau
spalare si personal specializat, fiind adecvate pentru aplicatii de laborator si nu pentru
determinarea in situ a micotoxinelor. Imunostripurile sau imunodiprotele s-au dezvoltat pentru o
metodd rapida de screening a unui numar restrdns de micotoxine, anticorpii specifici fiind in

acest caz conjugati cu nanoparticule de aur care furnizeazd o culoare rosie vizuald a zonei de
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legare. Aceastd metodd desi simpla si eficientd, putdnd furniza rezultate in 10 minute, este
utilizatd pentru detectarea la fata locului a unui numar relativ restrans de micotoxine, putind fi
utilizate numai pentru o singurd proba, iar pentru fiecare analizd sunt necesare cantititi mari de

conjugat ai toxinelor, crescand in acest fel costul analizei.

Ca alternativd la metodele cromatografice si ELISA, pentru determinarea sensibild si
rapidd a micotoxinelor cu masa moleculard mica (<500 Da) au fost dezvoltate diferite tipuri de
imunosenzori bazati pe diverse tipuri de detectie, cum ar fi: detectia opticd (rezonantid a
plasmonilor de suprafatd - SPR, chemiluminiscenta, fibrd opticd pe bazd de undéd evanescentd),

detectia undei acustice de suprafats, detectia piezoelectrici si detectia electrochimica.

Brevetul WO2013/157917 descrie realizarea unui imunosenzor pentru detectia
electrochimicd a aflatoxinei Bl. Imunosenzorul a fost realizat prin imobilizarea unor
nanoparticule de aur conjugate cu anticorp monoclonal specific pentru aflatoxina Bl si enzima
peroxidazd din hrean (HRP) pe suprafata unui electrod serigrafiat din pasti de céarbune, iar
detectia aflatoxinei B1 din probe de alune s-a realizat prin masuritori cronoamperometrice.
Acest senzor prezintd dezavantajul unei modificari laborioase folosindu-se solutii coloidale de
nanoparticule de aur, anticorp si enzime, precum si numeroase etape de pre-tratare a probelor

prin extractii in solventi organici.

Brevetul WO02014/155391 se referda la un dispozitiv analitic pentru determinarea
aflatoxinelor M1 si Bl din lapte si alune, bazat pe masuritori de impedantd utilizdnd un cip
sensibil. Acest cip constd intr-o retea de electrozi de aluminiu depusi pe substrat de sticld prin
tehnica de fotolitografiere si modificati cu anticorpi monoclonali specifici acestor toxine prin
legare covalenti, utilizand acidul 11-mercaptoundecanoic. Dezavantajul acestui dispozitiv consta
in timpul foarte mare de realizare, fiind necesari timpi de incubare de mai mult de 12 h pentru
pregitirea suprafetei dispozitivului in vederea modificarii cu anticorpii specifici micotoxinelor

de interes.

In literatura este descris un numir de dispozitive analitice bazate pe anticorpi [R,
Chauhan, J, Singh, T. Sachdev, T. Basu, B.D. Malhotra, Biosens. Bioelectron. 2016, 81,
532-545] sau aptameri, [L. Xu, Z.W. Zhang, Q. Zhang, P.W. Li, Toxins 2016, 8, 239] pentru
detectia unor micotoxine, dar cea mai mare parte a acestora prezintd etape costisitoare si
indelungate de imobilizare a anticorpului sau aptamerului specific pe suprafetele sensibile,

precum si o limitare a detectiei unui anumit tip de micotoxina.

L



a 2018 01031 03/12/2018

Astfel, este necesar realizarea unui material electrosenzitiv care si permitd determinarea
rapidd si selectivd a micotoxinelor din probe lichide complexe, fird sd existe o pregitire

laborioasi a acestora.

Problema tehnica pe care o rezolvia aceastd inventie consti in realizarea unei platforme de
imunoanalizi duala, electrochimica si optica, bazatd pe un material imunosenzitiv, obfinut prin
incorporarea anticorpului specific micotoxinei f{intd intr-un film polimeric de 2,6-
dihidroxinaftalina si 2-(4-aminofenil)-etilamina electrodepus pe suprafata unui electrod de lucru
format dintr-un film de aur de 50 nMm realizat pe suport de sticld, care permite detectia sensibild
a micotoxinei tintd din probe complexe pe baza utilizdrii cvasi-simultane a detectiei

elecrochimice si a principiului SPR.

Procedeul de obtinere a materialului imunosenzitiv s-a realizat prin electrodepunere pe
electrodul de lucru din film de aur, prin voltametrie ciclicA in solutie apoasd de 2,6-
dixidroxinaftalind cu concentratie de 0,5...5mM, 2-(4-aminofenil)-etilamind cu concentratie de
1,0...14 mM, anticorp anti-micotoxind 10...100 pg/mL si glutaraldehidd 0,002...0,05%, prin
realizarea unui numdr de 10...40 cicluri, cu o vitezd de scanare de 2...50 mV/sec in intervalul (-
0,5...0,1)V —(0,8...1,2)V.

Metoda de determinare a micotoxinelor din probe lichide conform inventiei constd in
utilizarea unei platforme combinate de detectie duald si a principiului competitiei de suprafata,
procesul de imuno-recunoastere fiind monitorizat indirect, prin detectia electrochimicd (ELEC) a
activitdtii enzimei utilizate ca marker (label) in bioconjugat, cat si direct, prin rezonanta
plasmonilor de suprafatd (SPR). Pentru detectia SPR si ELEC a micotoxinei tintd, platforma de
imunoanalizd combinatd se incubeazi intre 20 — 40 min cu un amestec de probd cu o
concentratie cunoscuti de bioconjugat format din micotoxina si o biomolecula, care pe de o parte
are masa moleculard mare pentru a putea fi detectatd prin SPR, si pe de altd parte prezinta efect
catalitic asupra unui substrat electrochimic activ, un exemplu foarte bun al unei astfel de

biomolecule fiind peroxidaza din hrean (HRP).

in general, senzorii de tip SPR sau cu unda acustica de suprafatd, prezinta inconvenientul
cd nu furnizeazd un raspuns analitic detectabil atunci cind analitul care interactioneazd cu
anticorpul sau enzima imobilizatd pe suprafata senzorului are masi moleculard mica (sub 1000
Da), asa cum este cazul micotoxinelor (<500 Da). Pentru a depasi acest dezavantaj se foloseste
metoda competitiei de suprafatd, metodd in care pentru situsurile de legare ale anticorpului
imobilizat existd o competitie intre micotoxina tintd si un bioconjugat al acesteia. Bioconjugatul

este format dintr-o biomoleculd cu masd moleculard mare si micotoxina respectiva, care in
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general are masa moleculard mica. Intrucét bioconjugatul interactioneazi selectiv cu anticorpul
specific in mod similar cu micotoxina nelegatd, va apdrea o competitie intre acestea pentru
anticorpul imobilizat la suprafata senzorului, in urma céreia se produce o variatie detectabild a

semnalului SPR al imunosenzorului.

Dupé incubarea platformei de imunoanalizd cu amestecul de micotoxind si bioconjugat,
suprafata acesteia este spalatd cu tampon fosfat si apoi se misoard semnalul SPR fatd de
semnalul inregistrat inainte de incubare. Variatia semnalului SPR va fi indirect proportionala cu

concentratia de micotoxina din proba de analizat.

Detectia electrochimica a micotoxinei va fi realizatdi amperometric prin determinarea
activitatii enzimatice a HRP-ului din bioconjugatul legat de anticorpul imobilizat in materialul
imosenzitiv al platformei de imunoanalizi, pe baza reactiei catalizati de HRP, dintre apa

oxigenatd de concentratie 1...10 mM si  3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) de concentratie

0,3...5,0 mM in tampon fosfat-citrat pH 5.0...6.0 , la potentiale aplicate in domeniul -0.2...+0.2 V.

In mod similar detectiei SPR, raspunsul amperometric al imunosenzorului combinat va fi invers

proportional cu concentratia de micotoxind din proba.

Procedeul de analizd si metoda pot fi utilizate pentru determinarea oricérei micotoxine
pentru care existd disponibili anticorpi si bioconjugate micotoxind-HRP folosind platforma de
imunoanalizd realizatd conform inventiei. Avand in vedere variabilitatea mare a acestor
bioconjugate, pentru aplicarea metodei de analizd este necesard realizarea urmétoarelor

optimiziri pentru fiecare exemplu de micotoxina, anticorp si bioconjugat:

a) Selectarea concentratiei de lucru a bioconjugatului micotoxind-HRP astfel incat sa fie
asiguratd competitia dintre micotoxind si conjugat pentru anticorpul imobilizat in filmul
imunosenzitiv de la suprafata platformei de imunoanalizi. Aceasta se realizeazd prin
incubarea platformei de imunoanaliza, realizatd conform inventiei, cu solutii cu concentratie
fixd de micotoxind si concentratii crescitoare de conjugat. Dupd atingerea echilibrului de
formare a complexului antigen-anticorp, suprafata imunosenzorului este spélatd prin clatire
usoard cu tampon fosfat sau dacd imosenzorul este plasat intr-o celuld in flux prin pomparea

solutiei tampon cu ajutorul unei pompe. Ulterior se mésoara cele doud semnale astfel:

- Semnalul SPR obtinut dupé incubarea amestecului de micotoxina (notat Ag, antigen ) cu
bioconjugatul (notat AgHRP) va fi notat SPRag +aghre $i va fi raportat la semnalul obtinut
pentru imunosenzorul incubat numai cu solutie tampon, notat SPRuank. Reprezentarea
graficd a raportului (SPRag +agrp - SPRbink )/ SPRpnk in functie de concentratia

bioconjugatului caghrp este fitatd in imunoanaliza folosind o ecuatie logisticd cu patru

4
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parametri. Concentratia optima / de lucru a bioconjugatului corespunde unei capacititi de

legare a micotoxinei tintd de aproximativ 50 %.

- Pentru semnalul ELEC se plaseazd pe suprafata platformei de imunoanalizé, realizata
conform inventiei, sau se pompeaza daci se utilizeaza o celuld de imunoanaliza in flux, o
solutie de apa oxigenatd de concentratie 1...10 mM si 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB)
de concentratie 0,3...5,0 mM preparatd in tampon fosfat-citrat pH 5.0...6.0, si se aplicd un
potential in domeniul -0.2..+0.2 V. In mod similar, se va inregistra semnalul
amperometric care va fi notat ELECag+agnre si va fi raportat la rdspunsul obtinut pentru
imunosenzorul incubat numai cu solutie tampon, notat ELEChiank, iar raportul (ELECag
+AgHRP - ELECuiank)/ELEChuiank va fi reprezentat in functie de concentratia bioconjugatului

CAgHRP.

b) Realizarea graficului de calibrare pentru micotoxina analizati, prin plasarea la suprafata
platformei de imunoanaliza, realizatd conform inventiei, a unor solutii ce confin cantitati
diferite de standard de micotoxind Ag in amestec cu concentratia optimd de bioconjugat
AgHRP. Dupd un timp de incubare de 20...40 min suprafata imunosenzorului este spilata prin
clatire usoard cu tampon fosfat sau, dacd imosenzorul este plasat intr-o celuld in flux, prin
pomparea solutiei tampon cu ajutorul unei pompe. Ulterior se masoard cele doud semnale

similar modului prezentat mai sus si se reprezinta astfel:

- Semnalul SPR inregistrat pentru fiecare concentratic de micotoxina standard, notat
SPRag, va fi raportat la semnalul obtinut pentru imunosenzorul incubat numai cu solutie
tampon, SPRyank Graficul de calibrare SPR se obtine prin reprezentarea graficd a
raportului (SPRag - SPRbjank )/ SPRotank in functie de concentratia micotoxinei standard, si

se fiteazd, de asemenea, conform unei ecuatii logistice cu patru parametri.

- Semnalul ELEC finregistrat pentru fiecare concentratie de micotoxind standard, notat
ELECag, va fi raportat la semnalul obtinut pentru imunosenzorul incubat numai cu solutie
tampon, ELEChyiank. Graficul de calibrare ELEC se obtine prin reprezentarea graficid a
raportului (ELECag - ELEChank)/ELECuiank in functie de concentratia micotoxinei

standard, si se fiteazd conform unei ecuatii logistice cu patru parametri.

Analiza unei probe ce contine o cantitate necunoscutd de micotoxind se realizeazé prin
plasarea solutiei de proba in care a fost addugat bioconjugat AgHRP, in concentratia gisita a fi
optim3, la suprafata platformei imunoanalitice realizatd conform inventiei. Dupd un timp de
incubare de 20...40 min suprafata imunosenzorului este spilatd prin clatire ugoard cu tampon

fosfat sau, dacd imunosenzorul este plasat intr-o celuld in flux, prin pomparea solutiei tampon cu
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ajutorul unei pompe. Ulterior se mésoard cele doud semnale analitice, SPR si ELEC, similar
modului prezentat mai sus, iar concentratia micotoxinei este calculatid prin interpolare pe

graficele de calibrare corespunzitoare.
Avantajele acestei inventii sunt urmétoarele:

- Materialul reprezentat de filmul polimeric de 2,6-dixidroxinaftalind si 2-(4-aminofenil)-
etilamind in care este inglobat anticorpul specific micotoxinei tintd, electrodepus prin
voltametrie ciclica pe suprafata activd a unui electrod de lucru format dintr-un film de aur
realizat pe suport de sticld este imunosenzitiv atit pentru detectia electrochimica (ELEC), cat
si a rezonantei plasmonilor de suprafatid (SPR), procesul de imuno-recunoastere putind fi

monitorizat cvasi-simultan prin cele doua tehnici diferite de detectie .

- Procedeul de obtinere a filmului polimeric electrodepus de 2,6-dixidroxinaftalind si 2-(4-
aminofenil)-etilamind incorporand anticorpul micotoxinei tintd este simplu si reproductibil,
proprietitile filmului putdnd fi usor controlate prin intermediul parametrilor de

electrodepunere, iar pretul de cost este scazut.

- Metoda de analizd a micotoxinelor utilizind materialul imunosenzitiv si platforma combinata
de detectie este mai precis si mai sigur datoritd faptului ci se bazeazd pe doud semnale

analitice diferite.

- Platforma combinatd de detectie a micotoxinelor prin utilizarea platformei de imunoanaliza
prezinta caracteristici de operare intuitive simple, prietenoase, fiind special conceputd pentru

o utilizare nespecialistd, in concordanti cu preturile reale ale produselor similare de pe piata.

- Metoda de determinare a micotoxinelor bazatd pe detectia electrochimicd combinatid cu SPR
utilizdnd platforma de imunoanalizi, realizatd conform inventiei, poate fi utilizatid pentru

probe biologice complexe nefiind necesard purificarea avansati a acestora.

in continuare, in legituri cu Fig. 1....5 este prezentat un exemplu privind modul de

aplicare a inventiei, fira a exista o limitare doar la acesta.
Exemplul 1

Un film copolimeric de 2,6-dihidroxinaftalind si 2-(4-aminofenil)-etilamind a fost
electrodepus pe un electrod de lucru reprezentat de un film de aur depus pe suport de sticla prin
plasarea pe suprafata electroactivd a acestuia a 200 pL solutie de 2,6-dihidroxinaftalind cu
concentratia de 0,5..5,0 mM si 2-(4-aminofenil)-etilamind cu concentratia de 1,0....14 mM
preparatd in tampon fosfat salin pH 7,4, concentratie 100 mM, continand anticorpul specific

aflatoxinei M1, anti-aflatoxina M1, de concentratie 20 pg/mL si glutaraldehidd 0,002...0,05%.
6
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Filmul polimeric a fost depus prin realizarea unor cicluri de scanare a potentialului in domeniul 0
V - 1,2 V vs Ag/AgCl, cu o vitezd de scanare de 20 mV/sec pana la inregistrarea unei valori

constante a curentului pentru cateva cicluri succesive utilizand un potentiostat/galvanostat.

Figura 1 prezinta voltamogramele ciclice inregistrate pentru electrodepunerea filmului
imunosenzitiv pe suprafata electrodului de lucru a platformei de imunoanalizid combinatd ELEC-
SPR. Se observi inca de la inceput prezenta unui pic de oxidare si unul de reducere care pot fi
atribuite gruparilor amino de pe suprafata filmului poli(AP-EA-DHN) care permit legarea
covalenta a anti-aflatoxinei M1 prin formarea legaturilor peptidice. Prin copolimerizarea celor
doi monomeri, AP-EA si DHN, se asigura o stabilitate crescuta a filmului sintetizat pe suprafata

senzorului, precum si mentinerea prezentei gruparilor amino in structura polimerului.

Drept bioconjugat AFM1-HRP a fost utilizat conjugatul dintr-un kit comercial de
analizi a aflatoxinei M1 (AFM1) prodis de R-Biopharm (Germania). Pentru determinarea
concentratiei (dilutiei) optime de bioconjugat pentru cele doud tipuri de semnale au fost realizate

amestecuri din Tabelul 1.

Tabel 1. Compozitie solutii pentru identificarea concentratiei (dilutiei) optime de bioconjugat

Dilutie Volum bioconjugat | Volum solutie AFM1 de Volum tampon fosfat
bioconjugat (uL) concentratie 5 ng/mL salin 100 mM, pH 7.4
(puL) (uL)
1/500 1 5 494
11250 2 5 493
1/200 2,5 5 492,5
1/100 5 5 490
1/50 10 5 485
1/40 12,5 5 482,5
1/25 20 5 475
1/20 25 5 470

in Figurile 2 si 3 sunt prezentate graficele obtinute pentru determinarea dilutiei optime de
lucru a bioconjugatului, pentru detectia SPR si, respectiv, ELEC. Conditiile de determinare a
celor doud tipuri de semnale sunt conform celor descrise in cadrul inventiei. Ambele metode de
detectie au aratat ca dilutia optima a conjugatului este de 1/75. Folosind aceasta dilutie optima au
fost realizate graficele de calibrare pentru AFM1 din Figurile 4 si respectiv 5, folosind platforma

de imunoanalizi realizati conform inventiei si cele doua tipuri de detectie.
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REVENDICARI

Procedeu de obtinere a unei platforme de imunoanalizd pentru determinarea selectiva a
micotoxinelor bazatd pe un material imunosenzitiv, caracterizat prin aceea ca un film
polimeric este electrodepus pe un electrod de lucru format dintr-un film de aur depus pe
un strat de sticld sau cuarf, dintr-o solutie 2,6-dixidroxinaftalind cu concentratie de
0,5...5mM, 2-(4-aminofenil)-etilamina cu concentratie de 1,0....14mM, anticorp anti-
micotoxina 10...100 pg/mL si glutaraldehida 0,002...0,05% prin realizarea unui numér de
10...40 cicluri cu o vitezd de scanare de 2..50 mV/sec in intervalul (-0,5..0,1)V —

(0,8...1,2)V.

Metoda de analiza a micotoxinelor din probe lichide, caracterizat prin aceea ci proba
lichida de analizat ce contine micotoxina tintd si o concentratie optimd de bioconjugat
micotoxind - peroxidazd din hrean (HRP), in tampon fosfat salin pH 7.4, se plaseaza pe
materialul imunosenzitiv al platformei de imunoanaliza realizatd conform Revendicarii 1,
si dupd o perioda de incubare de 20...40 min, proba se indepirteazi, iar concentratia de
micotoxind se determind cvasi-simulan, atit in mod direct prin mésurarea rezonantei
plasmonilor de suprafatid (SPR) a cérei valoare va fi invers proportionald cu concentratia
micotoxinei din probd, cat si indirect prin tehnica elecrochimica (ELEC) ce constd in
determinarea amperometrica a activititii HRP din bioconjugatul legat la anticorpul
imobilizat in materialul imunosenzitiv, pe baza reactiei catalizatdi de HRP dintre apa
oxigenatd de concentratie 1..10 mM si 3,3’,5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) de
concentratie 0,3...5,0 mM in tampon fosfat-citrat pH 5.0...6.0, la potentiale aplicate in
domeniul -0.2...+0.2 V, rdspunsul amperometric al platfomei combinate de imunoanaliza

fiind de asemenea invers proportional cu concentratia de micotoxind din proba.
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