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1 Studiu bibliografic

Metabolismul oxidativ este esential pentru viata celulara. Cu toate acestea unul dintre efectele
secundare este producerea de radicali liberi foarte reactivi. Printre acestia se numara radicalul superoxid
(0,%), radicalul hidroxil (HO®), radicalul peroxil (ROO"), oxidul nitric (NO®) si derivatii acestora, cum ar fi
apa oxigenatd (H,0,), acidul hipocloros (HOCI) si peroxinitritul (ONOQO’) [1]. Toti acesti compusi sunt
denumiti specii reactive ale oxigenului (SRO). Impactul major al acestor compusi asupra organismelor
este deteriorarea cdilor biochimice conducand, in cele din urma, la imbatranirea prematura a tesuturilor.

Stresul oxidativ este descris ca dezechilibrul dintre cantitatea de radicali liberi si puterea de
aparare a sistemului antioxidant compus din enzime de protectie, cum ar fi catalaza, peroxidaza si
superoxid dismutaza [2]. Aportul zilnic de antioxidanti (compusi chimici gasiti in mod natural in unele
alimente) ajuta la restabilirea acestui echilibru. Tn acest context, evaluarea capacitati antioxidante a
sistemelor biologice si a alimentelor ar putea contribui la prevenirea bolilor neurodegenerative si a
imbatranirii.

O metoda rapida de cuantificare a capacitatii antioxidante a nutrientilor ar putea fi folosita
pentru a testa calitatea produselor alimentare. Astfel, capacitatea antioxidanta poate fi utilizata ca un
criteriu de selectie a soiurilor, speciilor, a gradului de maturare si a conditiilor de culturd in vederea
obtinerii alimentelor cu continut ridicat de antioxidanti.

Varietatea metodologiilor folosite pentru evaluarea capacitatii antioxidante (CAO) este justificata
prin diversitatea de substraturi si compozitiile lor. Dintre aceste metode, se disting doua tipuri in functie
de abordarea analitica utilizatd. Primul tip include metodele bazate pe gradul de inhibare de catre
antioxidant a oxidarii lipidelor sau a unei lipoproteine. Al doilea tip se refera la metodele bazate pe
capacitatea antioxidantilor de a captura radicalii liberi.

n acest caz, metodele se diversifica in functie de natura radicalilor liberi, care pot fi produsi in
mod natural (SRO), Tn metabolismul celular, sau sintetizati (cum ar fi 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, DPPH sau
2,2-azinobis(3-ethilbenzotiazolin), ABTS) si in functie de mijloacele analitice utilizate pentru a monitoriza
reactiile implicate.

Tn ultimul deceniu, cercetdtorii sunt tot mai interesati de utilizarea biosenzorilor ca instrumente
de evaluare a capacitatii antioxidante. Printre acestia, numerosi sunt biosenzorii bazati pe capacitatea
antioxidantilor de a captura radicalul superoxid (0,"), (SO). Acesta este produs in situ prin reactii chimice
[3] sau prin oxidarea biochimica a xantinei (XA) Tn acid uric (AU) catalizata de xantin-oxidaza (XOD) [4].

Acesti biosenzori utilizeaza fie citocromului C (Cyt C) [5-7] sau superoxid dismutaza (SOD) [3, 8]. Ambele



enzime accepta radicalul SO ca substrat, permitand fie cuantificarea sa directa [3, 5-8] sau indirecta, prin
cuantificarea H,0O, produse in aceasta reactie [9, 10]. Acesti biosenzori exploateaza ineficient sistemul
XA / XOD deoarce XOD nu este imobilizatd, ci utilizata libera in tamponul folosit pentru masuratorile
electrochimice.

Recent, s-au obtinut biosenzori prin co-imobilizarea covalenta a Cyt C si a XOD pe suprafata unor
electrozi de grafit serigrafiati [11, 12]. Acesti biosenzori au fost utilizati pentru determinarea CAO a unor
probe de usturoi si suc de portocale, dar numai in ceea ce priveste acivitatea anti-radicalica, deoarece
catalaza a fost addugata in solutie pentru a elimina interferentele provocate de H,0,.

Alte incercdri de imobilizare a XOD au fost descrise pentru includerea enzimei in bioreactoare
[13-17]. Dintre acestia, niciunul nu a fost folosit pentru a estima CAO in probe reale. De exemplu,
bioreactorul dezvoltat prin imobilizarea XOD intr-un gel de sefaroza activata cu bromura de cian a fost
utilizat pentru a evalua CAO a SOD (figura 1A) [17]. Acesta se bazeaza pe concurenta intre enzima si un
antioxidant sintetic, sarea de tetrazoliu, pentru radicalul SO. Produsul format este urmarit
spectrofotometric la 438 nm.

ntr-un alt bioreactor, XOD a fost imobilizatd pe un suport de microbile de sticl&, cu dimensiunea
controlata a porilor (CPG). Reactorul a fost inclus intr-un sistem de flux cu doua canale (figura 1B) [15].
Acest sistem a fost folosit pentru determinarea individuala a CAO a SOD si a acidului ascorbic catre
radicalul SO si a catalazei catre H,0,. Detectia radicalului SO si a H,0, a fost efectuata cu doi biosenzori
pe baza de Cyt C.

A B

Main line Sample line
(buffer + HX) (antioxidant)

IV XO + Catalase

Carrier—p~ )2~ Waste

Reactor
WST-1 + Hypoxanthine + (SOD or Water)

Figura 1. A) Montaj experimental pentru
masurarea in flux CAO a SOD: P, pompa; IV, vana
de injectie; XO, xantin-oxidaza; WST-1, sare de
tetrazoliu; D, detector optic [17]. B) Sistem fluidic
pentru determinarea CAO: 1, camera de generare
a speciilor SRO; 2, zona de amestecare; 3, zona de
detectie cu doi biosenzori; HX, hipoxantina [15].




2 Scop

Din studiul bibliografic reiese ca nu exista nici o lucrare publicata despre un biosenzor sau un
bioreactor care ar putea mdsura o CAO a aceleiasi probe reale fata de douad specii diferite, cum ar fi
radicalul SO si H,0,, care sunt strans legate prin reactia spontana de disproportionare. In acest scop, s-a
dezvoltat un sistem bioanalitic bazat pe cuplarea in flux a unui bioreactor, umplut cu XOD imobilizata pe

CPG, cu un biosenzor amperometric bazat pe peroxidaza din hrean (HRP) (figura 2).

1

2 bioreactor 3

4ER

XA sau XA + AA

Figura 2. Montajul sistemului in flux cu o singura linie utilizat pentru determianrea CAO: (1) pompa
peristaltica, (2) vana de injectie, bioreactor (cu XOD), (3) celula electrochimica contindnd biosenzorul cu
HRP.

Principiul de functionare al acestui sistem este urmatorul:

1. In timpul trecerii xantinei prin bioreactor, reactia enzimatici descrisd in schema 1 este
responsabild pentru producerea radicalului SO si a H,0,. Radicalii SO dismuta repede, astfel incat la
iesirea din bioreactor, tamponul contine numai H,0,. Aceasta este mdsurata cu biosenzorul bazat pe
HRP prin inregistrarea curentului de reducere.

2. In timpul trecerii prin bioreactor a unui amestec de XA si antioxidant (AOX), acesta din urma
reactioneaza atat cu radicalul SO cat si cu H,0,, astfel incat, la iesirea din reactor, cantitatea totala de
H,0, este mai mica decat in cazul precedent. Asftel, curentul de reducere inregistrat de biosenzor este si
el diminuat, iar CAO a esantionului testat este direct proportionala cu diferenta dintre cele doua curente
de reducere inregistrate.

Pentru a utiliza acest sistem s-au propus doud moduri lucru:

1. Modul "stationar" in care antioxidanti sunt injectati intr-un flux de XA.

2. Modul "tranzitoriu" in care un amestec de antioxidanti si XA este injectat intr-un flux de tampon.
Pentru alegerea conditiilor experimentale, s-au urmarit:

1. Parametrii bioreactorului: procedura de imobilizare a XOD, dimensiunile bioreactorului,

concentratia si pH-ul solutiei de XA, debitul.



2. Parametrii biosenzorului: metoda de imobilizare a HRP. Astfel, s-au obtinut doi biosenzori: i) un

biosenzor de generatia a treia prin imobilizarea covalenta a HRP pe electrozi modificati cu un strat de 4-

carboxifenil; ii) un biosenzor de a doua generatie prin adsorbtia la suprafata unor electrozi de grafit a

HRP incorporate intr-un polimer redox de osmiu. Acest mediator permite detectia H,0, la un potential

redus. Performantele in termeni de sensibilitate si limita de detectie au fost mai bune pentru cel de-al

doilea biosenzor, asftel incat rezultatele referitoare la evaluarea CAO au fost obtinute cu acest

biosenzor, notat G/HRP-Os.
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Schema 1. Principul de functionare al cuplajului bioreactor - biosenzor: producerea speciilor SRO cu
sistemul XA - XOD, reactia dintre AOX si SRO si detectia H,0, cu biosenzorul G/HRP-Os.

3 Rezultate originale

3.1 Partea experimentala

3.1.1 Masuratori electrochimice si spectrofotometrice

Masuratorile electrochimice au fost efectuate la temperatura camerei, cu un potentiostat SP-

150, Biologic Science Instruments, Grenoble, Franta si cu un potentiostat AUTOLAB PGSTAT10, Eco

Chemie, Utrecht, Olanda. Celula electrochimica este alcatuita dintr-un electrod de lucru de grafit

serigrafiat (DropSens DRP-110, Spania, diametrul suprafetei electrodului de lucru este de 4 mm), un

electrod de referinta Ag/AgCl,KCls,; (BAS, West Lafayette, SUA) si un fir de platina ca electrod auxiliar.

Pentru madsuratorile electrochimice in flux, s-a folosit-o celuld de tip "wall-jet" (DRP-FLWCL,

DropSens), adaptatd la electrozii serigrafiati (DropSens DRP-110, Spania). Fluxul a fost asigurat cu o

pompa persitaltica (FIAlab-2500, FIAlab®, WA, SUA) iar injectiile cu o vana de injectie cu 6 canale.



Masuratorile spectrofotometrice au fost efectuate cu un spectrofotometru UV-Vis (V-530 Jasco
International Co, Tokyo, Japonia; UV-1800 Shimadzu Co, Japonia; HP 8452A) iar spectrele IR au fost
fnregistrate cu un spectrofotometru FT/IR (FT/IR-600, Jasco International Co, Tokyo, Japonia), folosind

tehnica pastilei de KBr.

3.1.2 Elaborarea biosenzorului pe baza de peroxidaza din hrean (HRP)

Suprafata electrozilor serigrafiati de grafit a fost activata prin masurdtori de voltametrie ciclica
intr-o solutie de 0,5 M H,SO, prin baleierea potentialului intre -0,4 si 1,5 V vs. Ag/AgCl/KCls,; cu o viteza
de baleiaj de 0,1 V/s (3 cicluri). Dupa spalare, 10 pL din solutia de HRP au fost depusi pe suprafata
electrodului de lucru. Dupd 2 ore la temperatura camerei, solventul se evapora iar enzima este
imobilizatd prin adsorbtie. in acest mod s-a obtinut biosenzorul bazat pe HRP (G/Os-HRP). Acesta a fost

stocat la 4 °C intr-un tampon fosfat (PBS) pana in momentul utilizarii.

3.1.3 Elaborarea bioreactorului pe baza de xantin-oxidaza (XOD)

Construirea bioreactorului pentru determinarea capacititii antioxidante a inclus dou3 etape. In
primul rand, materialul bioreactorului (microbile de sticla cu o dimensiune controlatad a porilor, CPG) a
fost functionalizat cu grupdri amino (-NH,) cu un protocol adaptat dupa publicatia grupului Richter et al.
[16]. Astfel, 0,3 g de CPG au fost adaugate la o solutie de 1 M NaOH (35 mL) si agitate Tntr-un pahar de
plastic pentru 1 h la 90 °C. Apoi, microbilele au fost spalate cu 25 mL de 50 mM tampon borat (pH 9). Pe
parcursul a doua zile, silanizarea s-a realizat prin agitarea usoara a microbilelor cu 5 mL de 10 % (v/v) de
3-aminopropiltrietoxysilan (APTES) in acelasi tampon borat. in cele din urmé, microbilele au fost spélate
de 3 ori cu tampon borat si uscate timp de 3 zile intr-o etuva la 60 °C. Succesul silanizarii a fost evaluat
prin diferenta dintre cele doua spectre IR inregistrate pe materialul nemodificat (figura 3A) si materialul
modificat (NH,-CPG) (figura 3C). Pentru acesta din urma, a fost inregistrata aceeasi deplasare a benzilor
de absorbtie in IR ca cea deja raportata de alti autori pentru silanizarea unor bile de siliciu cu un alt
agent de silanizare (3-cloropropiltrietoxysilan) [18].

n al doilea rand, xantin-oxidaza (XOD) a fost imobilizata pe microbille NH,-CPG prin reticulare cu
glutaraldehida (Glu). Microbille au fost activate cu o solutie de Glu (2,5 % in PBS, pH 7,4) timp de 30 min
la temperatura camerei, spalate si agitate usor cu solutie de XOD (0,25 U/mL). Pentru a verifica succesul
imobilizarii, activitatea enzimatica a solutiei Tnainte si dupa imobilizare a fost masurata cu protocolul
recomandat de furnizorul enzimei [19]. Astfel, s-a observat ca solutia dupa imobilizare nu contine XOD,

ceea ce aratd o immobilizare completa a enzimei pe materialul bioreactorului.
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Figura 3. Spectre IR pentru A) siliciu nemodificat si C) microbilele CPG modificate cu APTES.
3.1.4 Metode de referinta pentru masurarea capacitatii antioxidante

3.1.4.1 Metoda radicalului DPPH

O serie de solutii de DPPH cu concentratii intre 5¥10° si 110 M a fost preparat3 cu un amestec

2:3 (v/v) de apd:etanol si o curba de calibrare a fost trasata prin inregistrarea densitatii optice (D.O.) a
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radicalului la 540 nm. Cateva teste preliminare au fost realizate pentru a alege dilutiile antioxidantilor
testati precum si timpul de reactie intre acestia si radicalul DPPH. Tn cele din urm3, 100 pL de prob3 au
fost amestecati cu 1,9 mL de 4*10™ M DPPH iar amestecul de reactie a fost l3sat timp de 1 h la
temperatura camerei. Dupa acest timp, D.O. corespunzatoare cantitatii de DPPH nereactionat serveste

la calcularea capacitatii antioxidante cu urmatoarea formula:
A(DPPH)on:o B A(DPPH)AOX¢O
A(DPPH) sox =0

x100

CAO (%) =

3.1.4.2 Metoda Folin-Ciocalteu

500 pL de reactiv Folin-Ciocalteu (FC) (diluat 1:9 (v/v) cu apa) au fost amestecati cu 100 pL de
proba si cu 400 pL de Na,COs (75 g/L). Reactia este lasatd 5 minute la temperatura camerei, iar apoi,
formarea unui compus colorat este inregistrata la 735 nm. Aceasta lungime de unda a fost selectata din
spectrul UV-Vis pentru o solutie de reactiv FC cu 15 mg/mL de acid galic (AG), dupa verificarea ca
probele colorante testate nu absorb la aceasta lungime de unda. O curba de etalonare a fost trasata cu o
gama de concentratii de AG intre 1 si 100 mg/mL (figura 4). Probele reale (vinuri, sucuri si ceaiuri) au fost
diluate 1:3 cu tampon PBS, cu exceptia vinului rosu, care a fost diluat 1:6. Aceasta dilutie a fost necesara
pentru a mentine valorile D.O. in intervalul liniar al curbei de calibrare. Timpul de reactie a fost ales de 5
minute dupa ce s-a observat c3d, in acest interval, valorile D.O. ajung la 80 % din platoul obtinut dupa 30
de minute de reactie (figura 5). Acest timp scurt de reactie este de preferat pentru a compara aceste
rezultate cu cele obtinute cu sistemul in flux, pentru care timpul de reactie este de aproximativ un

minut.
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Figura 4. Curba de calibrare pentru variatia D.O. a compusului format Tn urma reactiei reactivului FC cu
diferite concentratii de acid galic.
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Figura 5. Influenta timpului de reactie asupra D.O. a produsului obtinut in reactia reactivului FC cu
diverse probe reale. Prescurtarile semnifica: AG, acid galic; AA, acid ascorbic; WW, vin alb; ME; suc de
mere; ST, suc de struguri; GT, ceai verde; OR, suc de portocale; BT, ceai negru; WRdd, vin rosu diluat 2x.
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3.2 Reuzultate si discutii

3.2.1 Caracterizarea biosenzorului pe baza de peroxidaza din hrean (G/HRP-Os)

Parametrii bioanalitici au fost obtinuti prin metoda adaosului standard de H,0, intr-o celula

electrochimica standard cu trei electrozi:

* Parametrii cinetici ai reactiei enzimatice au fost obtinuti cu modelul Michaelis-Menten:
Imax = (4,20 + 0,08) HA, Ky = (16,3 + 0,9) uM (R* / N = 0.994 / 16, N fiind numarul de concentratii
de H,0,).

e Sensibilitatea (definitd ca lmayx / Km): 0,26 HA/UM;

¢ Limita de masurare (LOM) (definita ca de 10 ori deviatia standard a curentului de reducere in
lipsa de H,0, impartita la sensibilitate): 0,46 uM, ceea ce corespunde, de asemenea la cea mai
scazuta concentratie masurata experimental;

e Limita de detectie (LOD) (definitda ca de 3 ori deviatia standard a curentului de reducere in lipsa
de H,0, Tmpartita la sensibilitate): 0,13 puM;

e Domeniu liniar: 0,5-12 uM;

¢ Timpul de raspuns tos (definit ca timpul necesar pentru a obtine 95 % din curentul de reducere la
adaugarea oricdrei concentratii de H,0,): 5,2 s;

¢ Repetabilitatea (definita ca deviatia standard a mediei a 4 masuratori individuale a curentului de
reducere inregistrat cu acelasi biosenzor la adaugarea de 6 uM H,0,): 1,9 %;

* Reproductibilitatea (deviatia standard a mediei a 3 madsuratori individuale a curentului de
reducere Tnregistrat cu 3 biosenzori diferiti la adaugarea de 6 uM H,0,): 13,2 %.

Pentru a verifica daca speciile implicate in functionarea cuplajului bioreactor-biosenzor prezinta
interferente electrochimice, s-au comparat voltamogramele ciclice obtinute cu biosenzorul G/HRP-Os in
absenta si prezenta XA, AU, a acidului ascorbic (AA) si a acidului galic (AG) (figura 6 A, B, C, D). La
potentialul de lucru (-0,1 V vs. Ag/AgCl/KClsy:), aceste specii nu sunt active din punct de vedere
electrochimic. in plus, s-au inregistrat si curbele de calibrare pentru H,0, cu biosenzorul G/HRP-Os, in
absenta si in prezenta acestor specii (figura 6 E, F, G, H). Parametrii electro-cinetici ai acestor curbe sunt
prezentati in tabelul 1. Nu se oberva nici o interferentd din partea XA si a AU in detectia H,0,. n
prezenta AA si a AG, scdderea acestor parametri este o dovada a capacitatii antioxidante a acestor

compusi fata de H,0,.
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Figura 6. Voltamperograme ciclice cu
biosenzorul G/HRP-Os (A, B, C, D) si
curbele de calibrare pentru detectia
amperometrica a H,0, (D, E, F) in absenta
si in prezentd de XA, AU, AA, AG. Conditii
experimentale: (A, B, C, D): viteza de
baleiaj, 0,05 V/s; electrolit, 0,15 M PBS (pH
7,4); (E, F, G, H): potential aplicat, -0,1 V vs.
Ag/AgCl/KCls,, viteza de agitare, 300 rpm.
lcorr €ste curentul de reducere corectat
pentru valoarea curentului liniei de baza.
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Tabelul 1. Parametrii modelului Michaelis-Menten pentru detectia H,0, cu biosenzorul G/HRP-Os in
absenta si in prezenta a diversi compusi.

e et | [ty | s
Figura 6 E H,0, 2542 5.5+0.1 0.98688
H,0, + XA 28+3 6.0+0.2 0.98421

Figura 6 F H,0, 24+1 2.5+0.0 0.99749
H,0, + AU 29+1 2.5+ 0.0 0.99914

Figura 6 G H,0, 23+1 49+0.1 0.99531
H,0, + AA 13+1 0.6+0.0 0.99444

Figura 6 H H,0, 17+3 1.4+ 0.0 0.99814
H,0, + AG 11+2 0.9+0.1 0.99653

Pentru a caracteriza si utiliza biosenzorul G/HRP-Os intr-un sistem de flux, este necesara
calcularea coeficientul de dispersie al unui esantion in acest sistem. Acesta se calculeaza din raportul
curentului de reducere nregistrat de biosenzor pentru cateva injectii de 10 uL 0,5 mM H,0, si curentul
de reducere inregistrat pentru un flux continuu contindand 0,5 mM H,0,. Pentru caracteristici bine
definite ale intregului sistem de flux (viteza de curgere, lungimea circuitului, diametrul tuburilor), s-a
gasit un coeficient de dispresie de 1,8, carcaterisitic unei bune hidrodinamici a sistemului proiectat.

Cu aceastd valoare, s-au ajustat parametrii electro-cinetici obtinuti pentru functionarea
biosenzorului in flux:

e LOD: 2,2 uM H,0,;

e LOM: 7,5 uM H,0,;

e Sensibilitatea 5 mA / M;

¢ Domeniul liniar: 7,5 + 50 uM H,0,.

Stabilitatea operationala pentru o perioada scurta de timp (repetabilitatea in flux) a fost testata
prin efectuarea a 30 de injectii consecutive de 50 uM H,0; timp de 1700 secunde. Abaterea standard a
mediei curentului de reducere a fost de 1,2 %, ceea ce arata stabilitatea excelenta a acestui biosenzor

pentru functionarea in flux.

3.2.2 Determinarea capacitatii antioxidante folosind cuplajul bioreactor-biosenzor

Noul sistem de determinare CAO se bazeazd pe cuplajul dintre biosenzorul G/HRP-Os si
bioreactorul bazat pe XOD imobilizatd pe materialul NH,-CPG. Cuplajul este realizat dupa cum arata

figura 2. Alegerea conditiilor de lucru a Tnsemnat:



e Gasirea parametrilor de functionare caracteristici unui sistem in flux (volumul de injectie, debitul
tamponului);

e Alegerea parametrilor functionali ai biosenzorului G/HRP-Os (stabilitatea, domeniul liniar);

* Alegerea parametrilor bioreactorului (concentratia de XA, cantitatea de XOD imobilizata).

Toti acesti parametri sunt conectati: debitul fluxului de tampon care contine XA influenteaza
timpul reactiei enzimatice din bioreactor si, astfel, concentratia de H,0, produsa. De asemenea, aceasta
depinde si de concentratia folosita pentru XA iar valoarea obtinuta trebuie sa ramana in domeniul liniar
de rdspuns al biosenzorului. Tn cele din urmé, debitul stabileste timpul de analiz3 si, in consecint3, viteza
de analiza a esantioanelor.

Pentru alegerea acestor parametrii s-a recurs la un plan experimental factorial in care cele doua
variabile independente, concentratia de XA si debitul, sunt juxtapuse in scopul de a studia efectele lor
specifice si interactive asupra curentului de reducere. Pentru fiecare variabild, s-au folosit cinci nivele de
variatie iar fiecare nivel al unei variabile a fost asociat cu toate nivelurile celeilate variabile. Astfel s-au
realizat 5% masuratori experimentale. Rezultatele sunt prezentate sub forma unui grafic 3D (figura 7), din
care se observa ca:

* Raspunsul biosenzor variaza liniar cu concentratia de XA, pentru toate valorile de debit;
¢ Cresterea debitului implica scaderea curentului de reducere pentru toate valorile concentratiei
de XA;

Acest comportament al sistemului este cel caracteristic unei bune functionari in flux. Astfel, s-a
ales cea mai mica concentratie de XA (0,5 mM), care da un raspuns ridicat al biosenzorului si un debit
destul de ridicat (1,5 mL/min), care asigura un timp de contact suficient de mare pentru a mentine
eficienta bioreactorului. In aceste conditii, timpul necesar pentru analiza unui esantion a fost 60
secunde, adica o viteza relativ mare de analiza (20 de probe, in triplicat pe ora).

n aceste conditii, stabilitatea operationald a sistemului in flux a fost evaluatd prin 50 de injectii
succesive de XA (0,5 mM). Tn plus fatd de buna stabilitate a semnalului de baz3, s-a obtinut si o abatere
standard foarte scazuta (0,96 %) a mediei curentului de reducere. Pentru stabilitatea pe termen lung
(depozitarea bioreactorului la 4 °C timp de 14 de zile) s-a Tnregistrat o scddere de 35 % in activitatea

enzimatica a XOD.
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Figura 7. Influenta concentratiei de XA si a debitului asupra detectiei amperometrice a H,0, cu
biosenzorul G/HRP-Os. Conditii experimentale: electrolit, 0,15 M PBS (pH 7,4); potential aplicat, -0,1 V
vs. Ag pseudo (DROPSENS-110); volum injectat, 10 pL.

3.2.2.1 Modul "stationar"

Cuplajul bioreactor - biosenzor a fost folosit in modul "stationar", pentru a evalua CAO a acidului
ascorbic, acesta fiind considerat un antioxidant de referinta. Astfel, raspunsul biosenzorului a fost
inregistrat pentru o serie de concentratii de AA injectate intr-un flux continuu de XA. Abaterea standard
pentru 4 injectii succesive de aceeasi concentratie de AA nu a depasit 3,2 %. Pentru a calcula CAO, o
curbd de calibrare a fost trasatd cu curentul de pic relativ Al aa / Ixa (unde Al aa este curentul de pic si
Ixa este curentul liniei de baza in fluxul de XA). Concentratia de AA responsabila de scdderea curentului
de reducere cu 50 % fata de valoarea initiala este notata ICsqy si este considerata ca o modalitate de a

evalua CAO. Valoarea obtinuta (188 uM) a fost semnificativ mai mare decéat cea obtinuta cu un alt sistem
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in flux (2 uM). Aceasta diferentd este justificata prin timpul de contact intre antioxidant si speciile
reactive din bioreactor, mai scurt in sistemul nostru. Cu toate acestea, acest mod de a exprima CAO in
termen de ICso implica trasarea unei curbe de calibrare pentru care este necesar un timp relativ lung (1

ord). Pentru reducerea acestuia s-a propus determinarea capacitatii antioxidante in modul "tranzitoriu".

3.2.2.2 Modul "tranzitoriu"

Determinarea CAO in modul "tranzitoriu" implica injectia in fluxul de tampon a unui amestec de
XA cu antioxidantul testat. Denumirea acestui mod de lucru este prin analogie cu modul "stationar",
ambii termeni referindu-se la compozitia fluxului, constanta in XA pentru modul "stationar" si variabild
in XA pentru modul "tranzitoriu". Evaluarea CAO se bazeaza pe scaderea relativa a curentul de pic, in
prezenta AOX in comparatie cu curentul de pic Tn absenta acestuia (ecuatia 1).

Cu acesta ecuatie, s-a obtinut CAO pentru AA de 45 %. Prin inlocuirea solutiei de XA cu o solutie
de H,0, care oferd acelasi raspuns al biosenzorului in aceleasi conditii de utilizare a cuplajului, a fost
gasita o valoare a CAO pentru AA de 28 %. Acest rezultat justifica construirea sistemul in flux cu o
singura linie, crescand sansele AA de a reactiona cu radicalul SO si masurand astfel o capacitate

antioxidanta bivalenta.

Ecuatia 1: Evaluarea CAO in modul "tranzitoriu".

xa — Ipxaraox .

I
CAO0 (%) = -2 100

I, xa

unde: I xa este curentul de reducere de pic pentru o solutie de XA si

[oxa+aox €ste curentul de reducere de pic pentru o solutie de XA+AOX

S-a masurat CAO cu noua ecuatie propusa in modul "tranzitoriu" pentru o serie de bauturi
comerciale. Curentul de reducere inregistrat la injectia XA si a amestecului de XA cu probele reale este
caracterizat printr-o abatere medie standard foarte buna (¥4 %) (figura 8). Probele au fost alese
deoarece contin AA ca un constituent natural (pentru probele de sucuri) sau ca aditiv alimentar (pentru
probele de ceai). Din pacate, cantitatea exacta de AA nu a fost specificatd pe ambalajul produsul si prin
urmare o corelatie liniara cu CAO masurata nu a putut fi stabilita. Cu toate acestea, sucul de portocale si
mandarine, fructe cunoscut pentru continutul lor ridicat de acid ascorbic, a aratat cea mai mare CAO din

seria testata. n plus, ceaiul notat cu numarul 1 a fost selectat pentru verifica mentiunea de pe ambalajul
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acextuia potrivit cireia el prezintd o bund capacitate antioxidantd. intr-adevar, CAO a acestuia a fost a

doua in seria testata.

0.0
T VA b dda
-0.2 -
<1 XA+A4
-0.4+ XA+A2
— XA+A3
T -0.6- XA+A1
-0.8 -
XA XA XA XA XA
0 1000 20I00 3000 4000 5000
t / s

Figura 8. Determinarea CAO pentru diferite probe reale cu modul "tranzitoriu" . Conditii experimentale:
electrolit, 0,15 M PBS (pH 7,4); potential aplicat, -0,1 V vs. Ag pseudo (DROPSENS-110); volum injectat,
10 pL; debit, 1,5 mL/min; solutia injectatd, 0,5 mM XA sau 0,5 mM XA continand probele reale (Al = suc
de piersici si biscuiti, A2 = suc de portocale, A3 = suc de lamaie galbena si verde, A4 = suc de lamaie
galbena).

S-au folosit douda metode de referintd pentru a compara valorile CAO obtinute cu sistemul
bioanalitic in flux. Coeficientul de corelatie cu metoda radicalului DPPH a fost de 0,238 pentru cele 8
probe din seria testata. Aceasta corelatie scazuta se explica prin diferenta de reactivitate intre cei doi
radicali implicati: DPPH si radicalul SO. Primul este un radical organic stabil iar reactia sa cu AOX se
bazeaza pe un transfer de electroni [20]. Al doilea este un radical mult mai reactiv iar mecanismului sau
de reactie cu AOX se bazeaza pe un transfer mixt de electroni si protoni [21]. Aceasta diferenta de
reactivitate se regdseste si in timpul necesar pana la sfarsitul reactiei si anume o ora pentru DPPH si un
minut pentru radicalul SO. Aceeasi corelatie slaba a fost gasita intre metoda radicalului DPPH si un alt
sistem in care reactia dintre H,0, si AOX a fost urmarita prin masuratori de bioluminescenta.

Pentru a caracteriza mai bine sistemul propus, a fost testat un set mai variat de probe. Acesta
include probe de vinuri si sucuri cu un continut redus de AA (vin rosu si alb, suc de mere, suc de struguri)

si esantioane cu un continut ridicat de AA (suc de portocale si o solutie standard de AA de 20 mg/100

19



mL). Coeficientul de corelatie dintre CAO obtinuta cu sistemul propus si metoda Folin-Ciocalteu a fost de
0,972 pentru 6 probe. Acest lucru aratd cd, in afarda de AA, si alti constituenti ai acestor probe

(polifenolii) contribuie la valorile de CAO obtinute iar ambele metode tin cont de aceasta contributie.

4 Concluzii

n aceasta prima parte, s-a elaborat un sistem in flux pentru evaluarea capacititii antioxidante.
Sistemul este alcatuit dintr-un bioreactor, responsabil pentru producerea de specii reactive ale
oxigenului (0, si H,0,), si un biosenzor pentru detectia apei oxigenate.

n evaluarea capacitétii antioxidante, acest sistem prezintd urmatoarele avantaje, in comparatie
cu alte sisteme [15, 17]:

i Introducerea antioxidantului amestecat cu o solutie de XA in bioreactor, faciliteaza un contact
mai intim Tntre acesta si speciile reactive ale oxigenului. Stiind ca reactia de disproportionare a
radicalilor SO este foarte rapidd, acest mod de lucru creste probabilitatea de reactie intre
aceasta specie reactiva si AOX.

ii. O singura masuratoare cu biosenzorul G/HRP-Os exprima capacitatea antioxidanta fata de doua
specii reactive (05" si H,0,).

iii.  Selectivitatea celor doua reactii enzimatice (oxidarea XA si reducerea H,0,) asigura lipsa

interferentelor.
n cele din urmé, parametrii bio-electroanalitici precum si simplitatea si viteza bund de analiza a

sistemului au permis utilizarea acestuia pentru evaluarea CAO a unor probe reale de vinuri, sucuri si

ceaiuri, cu o buna corelatie cu metoda Folin - Ciocalteu.
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Partea 2. Sisteme
bioanalitice pentru
detectia ocratoxinei A in
alimente



1 Studiu bibliografic

1.1 Produsele alimentare contaminate cu ciupercile producatoare de OTA

Ocratoxina A (OTA) a fost descrisa pentru prima data in 1965 de cdtre van der Merwe ca
metabolit al Ochraceus Aspergillus Wilh [22]. Gasita pe suprafata mai multor legume din Africa de Sud,
OTA este N-[5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1H-10x0-2-benzopiran-7-il)carbonil]-L-fenilalanina. Au
fost identificate si derivatul declorinat, ocratoxina B si esterul etilic, ocratoxina C. Tn 1969, OTA este
identificatéa drept un contaminant al porumbului in Statele Unite, produsa de Wrestling Viridicatum
Penicillium. Apoi, OTA a fost gasita in intreaga lume, in regiunile cu clima rece si temperata, fiind
produsa de P. verrucosum si de A. carbonarius iar in regiunile calde si tropicale de catre A. ochraceus. P.
verrucosum este specificd cerealelor depozitate, A. ochraceus este ciuperca cel mai frecvent intalnita in
cafeaua verde, condimente, boabe de cacao, soia, alune, orez si porumb iar A. carbonarius este

susceptibila de a contamina intre altele strugurii si astfel vinurile.

W Og__OH Oy OH
0s O O OH O O OH O
N o N o
N o H H
“ICH, CH, “ICH,
c H

| Cl

Ocratoxina A Ocratoxina B Ocratoxina C

Desi infectiile fungice pot aparea si Thainte si dupa recoltare, sinteza OTA apare, in special in
timpul depozitarii. Mecanismul de biosinteza nu este bine cunoscut iar organizarea genelor care codeaza
sinteza acestei micotoxine este inca in curs de studiu. Formarea OTA depinde de puterea tulpinii
toxigene dar si de practicile utilizate in procesul tehnologic de obtinere al produselor alimentare. De
exemplu, una dintre solutiile pentru a evita prezenta OTA in cereale consta in controlul nivelului de
umiditate in momentul umplerii silozului si in timpul depozitarii, stiind ca dezvoltarea P. verrucosum este
favorizatd de o activitate de apd mai mare de 0,8 (Aw). in vitele de vie, numai daunele cauzate fructelor
de catre utilaje sau insecte sunt cauza contaminarii si evolutiei ulterioare a tulpini de Aspergillus, care,

dealtfel nu ar fi patogena pentru vita de vie.
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1.2 Efectele toxice ale ocratoxinei A

Absorbtia OTA la nivelul stomacului si a intestinului subtire este favorizata de caracterul acid al
toxinei. Dupa absorbtie, afinitatea ridicatad a toxinei pentru proteinele plasmatice duce la formarea unui
complex stabil cu acestea, ceea ce favorizeaza retinerea OTA in organism pentru timp indelungat (timpul
de Tnjumatatie este de 840 de ore in caz de ingestie orald). Produsii de biotransformare a ocratoxinei
sunt ocratoxina a (OTa), doua forme izomerice 4R si 4S-hidroxi-OTA si 10-hidroxiocratoxina, acestia
avand toxicitate redusa.

La animale, toxicologia generalda a OTA implica genotoxicitate, carcinogenitate si efecte
teratogene iar toxicologia organelor cuprinde nefrotoxicitate, hepatotoxicitate si imunotoxicitate. La om,
o corelatie pozitiva intre expunerea la OTA si Nefropatia endemica din Balcani (BEN) a fost gasitd in 1987
in tarile din Europa de Est (Romania, Bulgaria). OTA a fost clasificata ca potential agent cancerigen

(Grupa 2B) de catre Agentia Internationala pentru Cercetarea Cancerului.

1.3 Reglementarile si metodele de referinta pentru detectia OTA

Metodele analitice pentru determinarea cantitativa a OTA urmeaza aceiasi pasi ca cele de

cuantificare a micotoxinelor: prelevarea probei, extractia, purificarea, separarea si detectia.

1.3.1 Extractia si purificarea

Extractia OTA din probele reale se realizeaza cu un amestec de solventi organici si aposi, a carui
compozitie depinde foarte mult de tipul de proba. De exemplu, pentru determinarea OTA in vinuri, o
metoda veche (1990) a "Asociatiei chimistilor analisti oficiali" (AOAC) propune utilizarea cloroformului.
Dar, pentru motive de protectia mediului, se recomanda scoaterea din uz a solventilor clorurati. Astfel,
noul standard al Comitetului European de Standardizare din 2009 (CEN EN 14133:2009), bazat pe
metoda AOAC nr. 2001.01 "Determinarea ocratoxinei A in vinuri prin purificare cu IAC si detectie prin
cromatografie lichida", prevede diluarea probei de vin cu un volum egal de solutie de 5 % NaHCO3 si 1 %
PEG (polietilen glicol) cu pH 8,5. La pH-ul acid al vinului, OTA este solubild in solventi organici polari si
foarte putin solubild in apa. Acest lucru justifica utilizarea unui pH alcalin la care OTA devine solubila in
solutia apoasa de carbonat de sodiu. Utilizarea de PEG este esentiald pentru imbunatatirea procentului
de recuperare si pentru a reduce efectul de matrice in etapa de separare si detectie. Acesti parametri au
fost optimizati de Visconti et al. [23] si validati prin studii intre laboratoare, publicate in "Journal of

AOAC International" [24].
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Pentru purificarea extractului se folosesc coloanele de imuno-afinitate. Acestea utilizeaza
anticorpii anti-OTA pentru a realiza o purificare foarte specifica. Dupa etapa de extractie, probele de vin
si bere pot fi aplicate direct pe coloang, in timp ce pentru probe mai complexe, cum ar fi cafeaua, o
coloana de silice grefata cu diferite grupari (amino [25], fenil [25]) este prevazuta in amonte, pentru
eliminarea cofeinei. Capacitatea de adsorbtie a siliciului modificat este justificata prin caracterul anionic
al gruparilor -NH;, la care contribuie caracterul ionic al solutie de carbonat de sodiu. Procentul de
recuperare a OTA in coloanele de extractie in faza solida variaza in functie de concentratia de OTA cu
care proba a fost dopatd, dar, de asemenea, si in functie de gruparile functionale ale fazei solide si de
solventul utilizat pentru elutie.

Pentru purificarea probelor de vin, Rusanova et al. [26] au utilizat coloane de siliciu modificat cu
aminopropil (Si-NH,) sau cu aminopropil trimetilamoniu (SAX) cu care au obtinut probe aproape
incolore, dar pentru care procentul de recuperare al OTA nu a fost masurat. Cele doua valori de pK, ale
OTA, corespunzatoare gruparilor hidroxil si carboxil sunt 4,4 si 7.1, asftel incat la pH-ul solutiei de
extractie (pH 8), toxina este incarcat negativ. La acest pH, faza solida este incarcata pozitiv si implicit,
interactiunile electrostatice sunt responsabile pentru retinerea OTA pe suport. Dar, in acelasi timp,
interactiunile electrostatice sunt de asemenea responsabile pentru retinerea unui numar ridicat de

compusi din matricea vinului.

1.3.2 Separarea si detectia OTA

Cromatografia pe strat subtire este prima tehnica de analiza pentru detectia OTA, propusa in
1975. Separarea a fost efectuata in faza normala pe o faza stationara de siliciu cu o fazad mobila constand
din solventi organici clorurati si metanol. La iradierea cu UV, OTA are o culoare albastra-verde care
devine violeta prin tratarea cu o solutie alcalina. Asftel, un rezultat pozitiv implica re-extractia, conversia
in esterul metilic prin tratarea cu BF3/CH30OH sau HCI/CH3OH si in cele din urma, detectia prin
cromatografie lichida de inaltd performantd cuplatda cu detectie prin fluorescenta (HPLC-FD). Acest
procedeu este metoda oficiald pentru detectia OTA in porumb [27].

HPLC-FD este tehnica cea mai des folositda pentru detectia OTA, deoarece toxina prezinta
fluorescenta naturala. Faza stationara este de tip C18 si faza mobila este un amestec de acetonitril sau
metanol cu acid acetic sau acid fosforic. Aceasta acidificare este necesara pentru a reduce retentia
nespecifica, deoarece OTA este un acid slab. Limitele de detectie sunt suficient de scazute pentru

detectia ocratoxinei A Tn orz, grau si secara (10 mg/kg). Studiile intre laboratoare au validat aceasta
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tehnica pentru detectia OTA in vin, deoarece valorile procentului de recuperare au fost intre 93 si 84 %

pentru concentratii de OTA intre 0,2 si 3 ng/mL [28].

1.4 Teste imunologice pentru depistarea OTA

Testele imunolgice sunt tehnici biochimice care utilizeaza reactia dintre antigeni (AG) si anticorpii
(Ac). Avand in vedere aceasta interactiune specifica, aceste teste sunt presupuse a fi sensibile si capabile
sa detecteze antigenului sau anticorpii intr-o matrice complexa. Etapa de extractie si purificare a
probelor ar trebui sa devind mai simpla, sau chiar sa fie eliminata. Acest lucru inseamna o reducere
semnificativa a timpului total de analizd. Un minim de pretratare a probei este totusi necesar in cazul
unei detectii colorimetrice. Imunosenzorii sunt un caz aparte al testelor imunologice deoarece bio-
moleculele (anticorpii sau antigenii) sunt imobilizate la suprafata unui electrod. Testele imunologice si
imunosenzorii dezvoltati pentru detectia OTA se incadreaza in formatul general al acestor tehnici.

Testele imunologice competitive implica concurenta intre antigenul existent in proba si antigenul
marcat cu o enzima, adaugat probei, pentru epitopii liberi ai anticorpilor, imobilizati pe diferite
suporturi. Acest tip de test este cunoscut cu numele de test ELISA direct (din limba engleza "Enzyme
Linked Imuno Sorbent Assay"). Semnalului analitic este obtinut cu ajutorul enzimei si este proportional
cu concentratia de antigen. Tn cazul testelor pentru OTA, antigenul etichetat utilizat frecvent este
conjugatul OTA-HRP, a carui sinteza a fost publicatd de Radoi et al [29]. Aceasta tehnica a fost folosita
pentru detectia OTA in mostre de vin iar rezultatele au fost validate prin HPLC-FD. Un alt exemplu este
conjugatul OTA-alcalin fosfataza (ALP), utilizat, de asemenea, intr-un test ELISA direct si transferat pe
suprafata unor electrozi serigrafiati pentru obtinere de imunosenzori [30]. Un caz aparte al testului ELISA
direct este publicat de Rusanova et al. [26] in care concurenta se desfasoard in doua etape: anticorpii
imobilizati sunt incubati pentru un anumit timp cu proba ce contine OTA, iar dupa o etapa de spalare,
acestia sunt incubati cu OTA-HRP (figura 9).

Testele imunologice competitive indirecte (testele ELISA indirecte) implica concurenta intre un
antigen conjugat cu o proteina, imobilizat pe un suport si antigenul din proba pentru epitopii liberi ai
anticorpului adaugat in proba. Cel mai des folositi sunt conjugatul OTA cu albumina serica bovina (BSA)
si cu biotina. Acestia au fost imobilizati prin adsorbtie pe un suport nemodificat si respectiv printr-o
legatura de afinitate pe un suport modificat cu avidina [31, 32]. Semnalului analitic este obtinut cu
ajutorul unei enzime sau a unui compus fluorescent cu care anticorpii au fost modificati Tnaintea

efectudrii testului. Tn cazul anticorpilor pentru OTA, acest gen de etichetare nu a fost folosit inca. In
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schimb, se utilizeaza un al doilea anticorp, denumit anticorp anti-IgG, conjugat cu HRP sau ALP. Aceste
enzime permit obtinerea semnalului analitic prin teste colorimetrice si electrochimice, acesta fiind

indirect proportional cu concentratia toxinei [31].
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Figura 9. Testul ELISA direct cu reactia de competitie realizata in doua etape [26].

Toti acesti conjugati ai ocratoxinei A nu sunt disponibili in afara kiturilor ELISA comerciale. De
accea, ei trebuie sintetizati in laborator ori de cate ori este necesar. Pentru evitarea expunerii la
potentialele pericole cauzate de toxicitatea acestor conjugati, o solutie este folosirea unui compus
peptidic, netoxic, care imita epitopul ocratoxinei A. Acesta a fost selectat prin expunerea anticorpilor

anti-OTA la o banca de bacteriofagi [33].

2 Scop

Pentru a detecta ocratoxina A, abordarea noastra se bazeaza pe utilizarea ocratoxinei B (OTB), o
micotoxina cu structura asemanatoare dar mult mai putin toxica decat OTA. Cele doud micotoxine sunt
produse de aceleasi tulpini intr-un raport de 1:5 (OTB:OTA) [34]. Toxicitatea redusa a OTB este justificata
prin lipsa atomului de clor din structura sa [35]. in structura OTA, atomul de clor contribuie la
stabilizarea radicalului fenolic, produs in reactiile de bioactivare a toxinei, si la cresterea capacitatii de
chelare a ionilor ferici (Fe**). Radicalul fenolic poate reactiona cu glutaniona (GSH) dand nastere la

radicalul superoxid. Complexul OTA-Fe** poate servi ca substrat pentru ansamblul citocrom P450 - NADH
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cu formarea de OTA-Fe**, care apoi produce radicali hidroxili (HO®). Aceste SRO astfel generate sunt
responsabile pentru peroxidarea lipidelor si deteriorarea ADN-ului, justificand, in parte, toxicitatea OTA
[35].

OTB a fost utilizata intr-un test imunologic bazat pe reactia de deplasare. Acest test foloseste
reactivitatea Tncrucisata a anticorpilor fata de un antigen cu o structura similara cu cea a antigenul tinta.
Pentru a diferentia intre cei doi antigeni, cel care reprezinta molecula tinta este antigenul pentru care
anticorpii au o afinitate ridicata (AG) iar cel responsabil pentru reactivitate incrucisatd este antigenul cu
afinitate scazuta (AG*). Acest tip de test imunologic implica, pe langa reactiile de asociere dintre antigen
si anticorpi intalnite in testele competitive directe si indirecte, si reactiile de disociere ale aceluiasi
complex si de reasociere a anticorpilor intr-un nou complex. Aceasta abordare a fost incercata de Prieto-
Simon et al. [31] fara succes deoarece antigenul OTA-BSA, despre care se presupunea fiind antigenul
AG* s-a dovedit a arata o afinitate mai mare pentru anticorpi decat antigenul tinta (AG), OTA.

Cu scopul de a aplica acest tip de test in detectia OTA, s-a obtinut un material bio-sensibil prin
imobilizarea OTB pe microbile de sticla cu dimensiunea controlata a porilor (CPG). Urmatoarele
paragrafe arata etapele de optimizare ale acestui test si posibilitatea de utilizare a acestui material

pentru detectia OTA in probe de vin.

3 Rezultate originale

3.1 Partea experimentala

3.1.1 Masuratori electrochimice, spectrofotometrice si cromatografice

Masuratorile electrochimice au fost efectuate la temperatura camerei, cu un potentiostat
PalmSens V 1.6.1.0, Olanda. Pentru masuratorile electrochimice in flux, s-a folosit-o celula de tip "wall-
jet" (DRP-FLWCL, DropSens), adaptata la electrozi serigrafiati (DropSens DRP-110, Spania). Fluxul a fost
asigurat cu o pompa persitaltica iar injectile cu o vana de injectie cu 6 canale. Masuratorile
spectrofotometrice au fost efectuate cu un cititor de microplaci Multiscan Ex, Thermo Life Sciences,
Franta.

Masuratorile de cromatografie lichida de Tnalta performanta au fost efectuate pe o coloana cu
faza inversa C18 (Kinetex, 2,6 um, 100 A, 100 x 4,6 mm, Phenomenex, Statele Unite ale Americii). Faza
mobild a fost un amestec de acetonitril:apa:acid acetic (51:47:2 v/v/v) iar volumul injectat a fost de 20

pL. Fluxul a fost asigurat de o pompa Lazchrom, Hitachi, L-7110 (Merck, Germania) cu un debit de 1
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mL/min. Detectia s-a realizat cu un senzor de fluorescenta LaChrom, Hitachi L-2485 (VWR, Franta).

Lungimile de unda de excitatie si de emisie au fost 330 si respectiv 460 nm.

3.1.2 Obtinerea materialului bio-sensibil

3.1.2.1 Modificarea microbilelor de sticla cu grupari amino

Introducerea gruparilor amino (-NH,) la suprafata microbilelor de sticla cu dimensiunea
controlata a porilor (GPC) a fost efectuata in conformitate cu protocolul prezentat in prima parte a
acestei teze, paragraful 3.1.3. Testul Kaiser a fost utilizat pentru a masura gradul de acoperire a CPG cu
gruparile -NH,. Acest test se bazeaza pe formarea unui complex albastru intre ninhidrind si gruparile
amino. Spectrul de absorbanta al acestui complex prezinta un maxim la 570 nm. O curba de etalonare a
fost trasata cu solutii de APTES (3-aminopropiltrietoxisilan) de concentratii cunoscute (figura 10) si
utilizata pentru calcularea gradului de acoperire a CPG. Valorea obtinuta (0,66 mmol -NH,/g) se afla in

intervalul de valori gasite pentru aceasta reactie de silanizare (0,3 + 2 mmol/g) [36].
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Figura 10. Curba de calibrare pentru solutii de APTES de concentratii cunoscute. Aparitia culorii se
realizeaza cu testul Kaiser.
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3.1.2.2 Imobilizarea ocratoxinei B pe microbilele de sticla

Microbilele CPG-NH, (200 mg) au fost suspendate in 400 uL de tampon fosfat de potasiu (KPB, 10
mM, pH 7,4) continand 80 mM 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida si 100 mM N-
hidroxisuccinimida. La aceasta suspensie s-au adaugat 400 pL de solutie de 35,2 uM OTB. Dupa 30 de
minute de reactie la temperatura camerei, supernatantul a fost colectat prin centrifugare la 6000 rpm
timp de 30 de secunde. Acest protocol a fost folosit pentru separarea microbilelor de solutie in toate
etapele necesare obtinerii materialelui bio-sensibil. Microbilele OTB-CPG astfel obtinute au fost spalate

o data cu tampon KPB - 0,05 % Tween 20 si de doud ori cu tampon KPB.

3.1.2.3 Legarea anticorpilor anti-OTA si etichetarea acestora cu al doilea anticorp

Pentru a evita adsorbtia nespecifica, microbilele OTB-CPG au fost imersate intr-un tampon de
blocare (KPB - 0,5 %, cazeina grad Hammerstein) pentru 30 de minute. Apoi, s-a addugat anticorpul anti-
OTA la o concentratie finala de 10 pg/mL si s-a lasat 30 de minute la temperatura camerei sub agitare
magnetica la 150 rpom. Dupa separarea si spalarea microbilelor, la acestea s-a addugat cel de-al doilea
anticorp (denumit anticorp anti-IgG), marcat cu enzima HRP si s-a lasat 30 de minute la temperatura
camerei sub agitare magnetica la 150 rpm. La final, microbilele au fost separate si spalate, obtindndu-se

asfel materialul bio-sensibil (figura 11).

3.1.3 Detectia OTA cu testul imunologic de deplasare pe materialul bio-sensibil

Materialul bio-sensibil a fost dispersat intr-o solutie de KPB (1:8 m/v) din care s-au prelevat, sub
agitare constanta, 5, 25 si 50 de pL. La acestia s-au adaugat 150 plL de solutii de diferite concentratii de
OTA si s-au lasat sa reactioneze 10 minute la temperatura camerei sub o agitare orbitala de 300 rpm.
Supernatantul a fost recuperat cu ajutorul protocolului de separe (vezi paragraf 3.1.2.2) iar activitatea

enzimatica a HRP a fost urmarita spectrofotometric si amperometric.

3.1.3.1 Detectia spectrofotometrica

La 100 pL din fiecare supernatant colectat s-au adaugat 50 pL de substrat colorimetric (TMB si
H,0,) si s-a inregistrat variatia absorbantei la 620 nm timp de 20 de minute cu cititorul de placi ELISA.
Reactia a fost oprita cu 50 pL 0,5 M H,SO, si s-a citit valorea absorbantei la 450 nm. Aceasta este

corelata cu concentratia OTA.
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Figura 11. Etapele de obtinere a materialului bio-sensibil (1-5) si reactia de deplasare (6) in prezenta
OTA.

3.1.3.2 Detectia amperometrica cu analiza prin injectie in flux

Produsul reactiei enzimatice (TMB,,), obtinut in etapa precedenta, a fost diluat 1:4 v/v cu 0,5 M
H,S04 si 50 pL au fost injectati intr-un flux de 0,5 M H,SO4 (1 mL/min). Curentul de reducere al TMB,y
este Tnregistrat la 0,1 V vs. electrodul de referintd pseudo Ag. Acesta este corelat cu concentratia de

OTA.
3.1.4 Metode de extractie si purificare a vinurilor si validarea lor prin HPLC-FD

3.1.4.1 Metoda standard de exctractie si purificare a vinurilor dopate cu OTA

Extractia OTA din probe de vin a fost efectuata in conformitate cu norma Comitetului European
de Standardizare din 2009 (CEN EN 14133:2009). Astfel, 10 mL de vin dopat cu 5 ng/mL OTA au fost
amestecati cu 10 mL de solutie de pH 8.5 continand 5 % NaHCOs si 1 % PEG (8000). Aceasta proba a fost
filtrata cu o membrana de acetat de celuloza (dimensiunea porilor de 0,2 um) iar 10 mL din filtrat au fost
purificati printr-o coloana de imuno-afinitate (Ochraprepll). Coloana a fost spalata cu 5 mL de solutie

contindnd 2,5 % NaCl si 0,5 % NaHCOs si cu 5 mL de apa. OTA a fost eluata din coloana cu 2 mL de

30



metanol, care a fost apoi eliminat prin barbotare de aer pana la evaporarea completa. OTA a fost

reconstituita in tampon KPB si concentratia a fost masurata prin injectie in HPLC-FD.

3.1.4.2 Extractia si purificarea in faza solida pentru obtinerea OTA din vinuri

S-a obtinut o coloana de extractie Tn faza solida prin umplerea unei siringi de plastic (volum total
2,5 mL) cu 500 mg de siliciu modificat cu 3-aminopropil (Si-NH,). Coloana a fost conditionata cu 2 mL de
tampon KPB, fara a permite uscarea acesteia. Apoi, 2 mL de vin dopati cu 9 ng de OTA au fost trecuti prin
coloanad iar fractii a cate 0,5 mL au fost colectate. Prezenta OTA in aceste fractii precum si procentul de

recuperare au fost verificate prin injectare in HPLC-FD.

3.2 Reuzultate si discutii

3.2.1 Caracterizarea materialului bio-sensibil

3.2.1.1 Imobilizarea ocratoxinei B pe microbilele de sticla

Alegerea microbilelor de sticla CPG pentru imobilizarea OTB este justificata de raportul mare
intre suprafata (17 m?/g) si volumul (3,2 cm>/g) acestora, care permite utilizare unei cantitati mici de
material si reduce implicit toate volumele solutiilor necesare. Acest material a fost deja folosit pentru
umplerea canalelor unor microcipuri [15, 37] sau a diverselor coloane [38] in care, avand in vedere
porozitatea ridicata a materialului, s-au atins debite de 2,5 mL/min. Astfel, viteza de analizd a
esantioanelor este foarte mare. Pe acest material, s-a reusit imobilizarea de enzime, anticorpi [39] si
bacterii [38]. Tns3, existd putine exemple cu privire la utilizarea acestui material pentru teste
imunologice de tip deplasare.

Succesul imobilizarii ocratoxinei B pe CPG a fost dovedit prin masuratori de fluorescenta pentru
solutia de OTB utilizata inainte si dupa procesul de imobilizare. Valorile fluorescentei sunt corelate cu
concentratia de OTB printr-o curba de calibrare (figura 12). S-a exprimat concentratia solutiei de OTB
folosita la imobilizare in functie de cantitatea de microbile folosite (umol/g). Cantitatea de OTB
imobilizata depinde de cantitatea de OTB in solutie, iar randamentul de imobilizare a variat intre intre 5
si 26 % (tabelul 2). Avand in vedere ca gradul de acoperire a microbilelor cu gruparile amino este de 0,66
mmol/g, s-a calculat cd doar 0,04 % din aceste grupari sunt implicate in legaturi covalente cu OTB.
Aceasta valoare este doar aparent scazuta deoarece imobilizarea unui cantitati mari de OTB ar insemna

imobilizare unei cantitati mari de anticorpi ceea ce ar reduce sensibilitatea testului imunologic.
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Figura 12. Curba de calibrare pentru solutii de OTB, cu masuratori de HPLC-FD. U.A. semnifica unitati
arbitrare de fluorescenta.

Tabelul 2. Dependenta cantitatii de OTB imobilizata de cantitatea de OTB din solutia de imobilizare.
Cantitatile de OTB sunt masurate cu HPLC-FD.

OTB (umol/g)

in solutie, nainte de imobilizare | 0,212 +0,008 | 0,733 + 0,001 1,17 £ 0,02 6,22 +0,11
Imobilizata 0,055 + 0,008 0,19 + 0,02 0,22 +0,02 0,25+ 0,02

Legarea specificd a anticorpului anti-OTA de microbilele OTB-CPG a fost doveditda prin
experimentele de control in care cate o etapa din procesul de obtinere a materialului bio-sensibil este
eliminata. Ultima etapa, cea de utilizare al celui de-al doilea anticorp (anti-lgG-HRP) este mereu pastrata
pentru obtinerea semanului analitic (valorile de absorbantd la 450 nm, corespunzatoare formarii
produsului enzimatic, TMB,,, tabelul 3, coloana 8). Prezenta cazeinei de grad Hammerstein reduce
adsorbtia nespecifica a anticorpilor anti-OTA si a anticorpilor anti-lgG-HRP. Alti doi agenti de blocare,
lapte praf integral si cazeina Sigma au fost testati fara succes. Cea mai mare valoare a absorbantei se
obtine pentru materialul bio-sensibil complet, ceea ce dovedeste specificitatea fiecdrei etape. In plus,
prin inlocuirea OTB cu OTA, se obtine o valoare de absorbanta mai mare, deoarece anticorpul anti-OTA
prezinta fata de aceasta toxina o afinitate mai ridicata decat pentru OTB.

Curba de afinitate a anticorpilor anti-OTA pentru OTB a fost trasata cu o serie de materiale bio-
sensibile modificate cu diferite cantitdti de OTB (figura 13). Forma sigmoidald a curbei este cea

caracteristica unei reactii imunologice, descrisa de o ecuatie neliniara cu patru parametrii (ecuatia 2).
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Tablelul 3. Experimente de control efectuate prin adaugarea substratului colorimetric pe mai multe
materiale bio-sensibile.

0.1

1

10

[OTB] (x mol / g)

Figura 13. Curba de afinitate a anticorpului anti-OTA pentru OTB imobilizata pe microbilele CPG.
Simbolul Jeste pentru valoarea D.O. inregistrata pe microbile in absenta OTB.

Blocaj Anticorpi | Anti-IgG-
NH, OTB OTA EDC/NHS Cazeind H .OTA HRP D. O.
azelna H. anti-
(umol/g) | (umol/g) | (umol/g) | (MM/mM) la 450 nm
(da/nu) | (ug/mL) | (da/nu)
0 0 0 0 nu 0 nu 0.043 + 0.005
0 0 40/50 da 0 da 0.059 + 0.006
0 0 40/50 da 10 da 0.068 + 0.007
560 0.18 0 40/50 da 0 da 0.069 + 0.005
0.18 0 40/50 da 10 da 0.093 + 0.008
0 0.18 40/50 da 0 da 0.065 + 0.004
0 0.18 40/50 da 10 da 0.128 + 0.003
0.50 |D.0. _=0381:0.008
0.45-D.0. _=0.065 = 0.001
’é‘ 0.40 . [OTB], = 0.85+0.06 zmol /g
1p=1.45+0.13
S o35l "
o |R*/N =0.99775/8
5 0.30
8 0.251
S ]
o' 0.20 -
O 0.15-
0.10 -
0.05{ %
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Ecuatia 2. Regresie liniara cu 4 parametrii

y — ymax B ym;)n + ymin
1+ 2

X

Unde: Ymax Si Ymin corespund valorilor maxime si minime ale curbei sigmoidale;

p corespunde la panta portiunii liniare ale aceleiasi curbe in punctul de concentratie xo;

Xo corespunde punctului de inflexiune al sigmoidei.

3.2.1.2 Optimizarea testului imunologic prin deplasare pentru detectia OTA

Testul immunologic prin deplasare (DIA) se bazeaza pe disocierea complexului dintre anticorpi
(Ac) si antigenul cu afinitate redusa (AG*) cauzata de prezenta antigenului cu afinitate mare (AG) (1).
Anticorpi formeaza astfel un nou complex cu antigenul AG. Dar, si in lipsa antigenului, reactia de
disociere poate avea loc prin deplasarea spre dreapta a echilibrului din reactia 2. Acest fenomen este
unul spontan, fiind controlat de difuzie si neputand fi evitat. In plus, fenomenul apare si in cazul testelor
imunologice competitive unde reproductibilitatea etapelor de spalare a suportului pe care complexul
AG*Ac este imobilizat este esentiald pentru reproductibilitatea testului in sine [40].

AG*Ac + AG & AG Ac + AG” (D
AG* + Ac & AG™Ac (2)

Influenta densitatii de anticorpi imobilizati pe diverse suporturi (margele, tuburi capilare,
membrane), pentru a obtine diferite suprafete reactive, asupra sensibilitatii testului DIA a fost studiata
prin modele matematice [41]. Conform acestora, s-a presupus ca o suprafatd mare reactiva mareste
sensibilitatea testului deoarece antigenul AG (OTA) are mai multe sanse sa intalneasca complexul AG*Ac
(Ac fiind anticorpul anti-OTA si AG* fiind OTB). Pentru a verifica acest lucru, s-a controlat suprafata
reactiva prin folosirea a diferite cantitati de material bio-sensibil puse Tn contact cu acelasi volum de
OTA.

Materialul bio-sensibil fiind dispersat intr-o solutie tampon intr-un raport cunoscut (1:8 w/v), trei
volume diferite (5, 25 si 50 pL) au fost incubate cu 150 pL de OTA intr-o gama de concentratie intre 0,4 si
100 ng/mL, timp de 10 minute, cu agitare orbitala de 500 rpm. Dupad reactia imunologica, lichidul
supernatant este colectat, substratul colorimetricul este adaugat si activitatea HRP* (HRP legata de

anticorpul anti-IgG din complexul OTA-Ac-IgG-HRP, deplasat in timpul reactiei) este inregistrata timp de
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20 de minute la 620 nm. Apoi, reactia este oprita si absorbanta corespunzatoare produsului enzimatic
TMB,, este Tnregistratd la 450 nm. Figura 14 arata curba de calibrare obtinuta cu procentul reactiei de
deplasare calculat fata de reactia de disociere (ecuatia 3). Se observa impartirea acestei curbe Tn doua
domenii, unul pentru concentratii scazute de OTA si unul pentru concentratii mari de OTA. Aceasta
curba este descrisa de o ecuatie cu 3 parametri (ecuatia 4): parametrul A este procentul de deplasare
maxima pentru gama de concentratii scazute de OTA, parametrul B este concentratia OTA la care se
atinge jumatate din valoarea parametrului A si, in cele din urma, parametrul C este o constanta ce
caracterizeazd gama de concentratii mari de OTA. In tabelul 4 se prezintd parametrii acestei ecuatii
pentru curbele de calibrare obtinute cu cele trei volume de materiale bio-sensibile utilizate si limita de
detectie (LOD), definita ca concentratia de OTA care da un procent de deplasare de 20 %. Pentru
volumul de 25 pL, acest test este destul de sensibil pentru a detecta OTA in probele de vin pentru care
limita maxima permisa este de 2 ng/mL.

D.O. —D.0.ors=
% deplasare = orA=0 97420 % 100 3

D.0.ora=0

X [OTA]

0, = —_—_—_—_——
% deplasare B+ [OTA]

+ C % [0TA] 4)

70

60—_
50—-
40—-
30—-

20 -

% deplasare

10 -

0 '20I4|0'6l0'8|0I1(|)0
[OTA] (ng/mL)

Figura 14. Curba de calibrare cu testul DIA pentru depistarea OTA prin detectie spectrofotometrica.
Conditii experimentale: 25 uL material bio-sensibil modificat cu 65 nmol/g de OTB.
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Tablelul 4. Influenta volumului materialului bio-sensibil asupra limitei de detectie si a parametrilor curbei
de calibrare pentru testul DIA.

Volumul materialului Parametrii curbei de calibrare
bio-sensibl LOD R*/N
(uL) (ng/mL) A (%) B (ng/mL) | C(%/(ng/mL))
5 6.5 18+2 3.1+0.7 0.35+0.02 0.99691/8
25 0.8 52+1 0.9+0.1 0.13+0.01 0.99602 /8
50 100 48+0.2 | 04+0.1 0.15+0.01 0.99532 /6

Limita de detectie obtinuta pentru 5 pL de material bio-sensibil este mai mare decat cea obtinuta
pentru 25 pL, ceea ce confirma ipoteza conform careia o densitate mai mare de anticorpi imobilizati
creste sansele reactiei de deplasare. Cu toate acestea, pentru 50 puL de material bio-sensibil exista o
densitate prea mare de anticorpi imobilizati echivalenta cu o densitate prea mare de epitopi liberi ai
acestor anticorpi. Acest lucru creste sansele OTA de a se lega de acesti epitopi in loc sa Tnlocuiasca OTB.
Aceste rezultate experimentale confirma conluzia studiului matematic in care s-a gasit o relatie inversa

intre sensibilitatea testului DIA si densitatea anticorpilor imobilizati.

3.2.2 Procedee de purificare a probelor de vin

Testul imunologic DIA este astfel gadndit incat, in timpul reactiei cu antigenul, noul complex Ac-
IgG-HRP este eliberat in aceeasi solutie si de aceea detectia pe baza enzimei este efectuata in situ. Acest
test a fost folosit pentru detectia unor analiti cum ar fi proteinele de legare a acizilor grasi [42, 43] si
cortizolul [44], pentru care activitatea HRP a fost masurata in perfuzii de plasma si ser.

Prezenta OTA in diverse produse alimentare implica extractia acesteia in diferiti solventi organici.
Prin urmare, folosirea tesulului DIA ar implica masurarea activitatii HRP* in aceste extracte iar
compozitia acestora este decisa de metoda de extractie. Astfel, posibilitatea de a detecta OTA in probe
reale depinde de posibilitatea de a inregistra activitate enzimatica a HRP* in aceste probe. De aceea, o
provocare pentru tratarea probelor de vin este gasirea unei metode de extractie care simplica matricea
acestor probe prin eliminare componentelor colorate.

Doua metode de extractie a OTA din probe de vin au fost testate cu protocolul descris in
sectiunea experimentald. Prima metoda, caracterizata prin cel mai bun procent de recuperare a OTA, se
bazeaza pe o coloana de imuno-afinitate. Cum testul DIA se bazeaza deja pe o reactie imunologica,
cuplarea unei astfel de coloane cu acest test nu ar fi rezonabila. A doua metoda se bazeaza pe utilizarea
unei coloane de extractie in faza solida, care ar retine componentele colorate ale vinului si nu ar retine

OTA. Tabelul 5 contine procentelele de recuperare si culorile fractiilor colectate din aceasta coloana.
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Faza solida este siliciu modificat cu grupari NH,, care, la pH 7,4 sunt incarcate pozitiv. pH-ul probelor de
vin a fost ajustat la 7,4 prin tratarea cu solutie de NaHCO3, astfel incat, la acest pH, OTA este in forma de
dianion si este retinuta partial pe coloanad. Cu toate acestea, aceasta retentie nu este completa,
procentul de recuperare fiind de aproximativ 50 %. Acest lucru este justificat prin prezenta in vin a unor
acizi cu pK, de aproximativ 3 care intra in competitie cu OTA pentru interactiunile electrostatice cu faza
solid3. Tn plus, alti constituenti ai vinului, polifenoli, in ciuda unui pK, de 10, sunt retinuti pe coloand prin
fenomenul de adsorbtie. Diferitele fractii de vinuri obtinute cu aceasta coloana au fost supuse testului

DIA pentru detectia OTA.

Tablelul 5. Caracteristicile fractiilor de vin colectate din 2 mL de vin continand 9 ng OTA, trecuti printr-o
coloana umpluta cu Si-NH2.

TA
Nr. Culoarea Culoarea fractiei dupa 0 o - i
. . . . recuperata Compozitia fractiei
fractie fractiei ajustarea pH
(ng)
Frac. 1 Incolor Fara ajystare de pH, 0 Tamponul de conditionare
incolor (KPB)
Frac. 2 Verde Roz 0,2 vin si KPB
Frac. 3 Verde Roz 0,6 vin si KPB
Frac. 4 Verde Roz 0,8 vin si KPB
Frac. 5 Verde Roz 1,0 vin si KPB
Frac. 6 Verde Roz 1,1 MeOH:KPB 1:1
Frac. 7 Incolor Incolor 0,2 KPB

3.2.3 Detectia OTA in situ in probe de vin

Probele de vin cu o matrice simplificata prin coloana de extractie in faza solida au fost incubate
cu materialul bio-sensibil. Activitatea enzimatica a HRP* a fost inregistrata pentru 30 de minute de la
adaugarea substratului colorimetric (figura 15). O buna corelare intre aceasta activitate (estimata ca
panta variatiei absorbatei in timp) si concentratia de OTA (masurata cu HPLC-FD) arata cd testul DIA
poate fi folosit pentru detectia OTA in probe de vin (figura 16).

Testele imunologice competitive de tip direct si indirect au fost folosite pentru detectia OTA n
probe de vin, dar matricea vinului a fost prezenta doar in timpul reactiei imunologice dintre OTA si
anticorpi. Etapa de detectie, bazata tot pe inregistrarea activitatii enzimatice a HRP, a fost realizata intr-

un tampon fosfat. Tabelul 6 prezintd comparativ timpi necesari diverselor etape precum si limitele de
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detectie. Pentru testul DIA s-a reusit reducerea timpilor etapelor de pregatire a testului iar LOD obtinuta

este asemanatoare cu celelalte teste.

o.oes-A/_/_N_w_/u—/-v—’ f5
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8 i
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Figura 15. Masuratori spectrofotometrice ale activitati enzimatice a HRP* in fractiile de vin obtinute
dupa cum este indicat Tn tabelul 5. HRP* este enzima din complexul OTA-Ac-IgG-HRP, deplasat de la
suprafata materialului bio-sensibil.

2.5 Panta = -8.3*107 + 1.6*10°® * [0TA]

152
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0.2 0.4 06 0.8 1.0 1.2 14 1.6 1.8 2.0 2.2
[OTA] / ng/mL detectata cu HPLC-FD

Figura 16. Corelarea intre concentratia OTA in fractiile de vin (masurata cu HPLC-FD) si panta activitatii
enzimatice a HRP* obtinuta din masuratorile spectrofotometrice prezentate in figura 15.
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Tablelul 6. Comparatie intre performatele testelor ELISA direct si indirect cu cele ale testului DIA pe
materialul bio-sensibil.

.. Competitiv Competitiv
Parametrii direct[29] indirect [31] DIA
Durata totala a imobilizarii
antigenului, a etapei de blocare si 24h 30 26 h 2h
de etichetare (h)
Durata reactiei imunologice (min) 60 60 10
Durata reactiei enzimatice (min) 10 15 20
Limita de detectie (ng/mL) 0,36 0,7 0,8
Coloans de imuno- Exctractie in faza
Purificarea probelor de vin - Adsorbtie pe PVP solida
afinitate .
(SI-N Hz)
Etapa de detectie este realizata in Tampon tampon . In' r'nattme .
simplificata de vin

3.2.4 Posibilitati de utilizare a materialului bio-sensibil

Pentru materialul bio-sensibil obtinut, se prefigureaza doua modalitati experimentale de folosire.
Prima implica introducerea materialului bio-sensibil direct in probele de vin, intr-un raport v/v bine
definit. Matricea acestor probe este simplificata in prealabil prin trecerea lor prin coloana de extractie in
faza solida. Dupa 10 minute de reactie, materialul bio-sensibil este eliminat, se adauga substratul
colorimetric si proba se coloreaza in albastru cu o intensitate proportionala cu concentratia de OTA
(figura 17). Acest mod de utilizare a materialului bio-sensibil implica realizarea in paralel a unui test de
control pe un esantion de vin necontaminat cu OTA. De asemenea, o buna stabilitate a componentelor
biologice ale materialului bio-sensibil este un parametru calitativ necesar pentru stocarea materialului si
utilizarea n timp a acestuia. Acest mod de folosire a materialului necesita si o buna reproductibilitate a
prelevarii cantitatii necesare unui test pentru care se recomanda folosirea unui varf de pipeta bont si
colectarea unui volum minim de 10 pL.

Ca o a doua modalitate de utilizare a materialului bio-sensibil, se prevede introducerea acestuia
intr-un bioreactor. Acesta poate fi inlcus intr-un sistem de flux ceea ce ar permite o viteza mare de
analizd a esantioanelor de vin. Fezabilitatea acestui proiect a fost probatd prin doud experimente. In
primul rand, posibilitatea de a efectua multiple teste DIA pe acelasi material bio-sensibil a fost verificata
prin incubarea materialului bio-sensibil cu o gama de concentratii de OTA. Dupa fiecare reactie
imunologica, supernatantul este recuperat, se adauga substratul colorimetric si se opreste reactia

enzimatica dupa 20 min, inregistrandu-se absorbanta la 420 nm (figura 18). Limita de detectie obtinuta a
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fost 6,25 ng/mL, o valoare destul de mare ce se explica prin utilizarea unei cantitati prea mari de
material bio-sensibil. Aceasta cantitate a fost aleasa pentru a umple un bioreactor cu un volum de 0,15
cm’. Cu toate acestea, aceste rezultate pot fi imbunititite prin optimizarea volumului de material bio-

sensibil, timpii de reactie si viteza de agitare.

TMB, H,0,

Figura 17. Protocolul de utilizare a materialului bio-sensibil pentru detectia OTA in vin. Etape: 1)
simplificarea matricei vinului cu o coloana de Si-NH;; 2) introducere microbilelor in aceasta proba; 3)
timpul pentru reactia imunologica; 4) recuperarea supernatantului; 5) adaugarea substratului
colorimetric. Aparitia culorii albastre semnifica prezenta OTA in proba.

n al doilea rand, integrarea bioreactorului in flux necesitd o metod3 de detectie adecvati. Astfel,
s-a testat analiza de injectie in flux cu detectie amperometrica. Produsul reactiei enzimatice (TMB,y)
obtinut pe o serie de materiale bio-sensibile, incubate cu o gama de concentratii de OTA, a fost injectat
intr-un sistem in flux cu o singura linie si detectat amperometric prin aplicarea unui potential de -0,1 V
vs. pseudo Ag asupra unui electrod serigrafiat de grafit. Sensibilitatea acestei metode de detectie a fost
de 1,2 nA/ngmL™, o valoare relativ scizutd, care ar putea fi imbun&tatitd prin optimizarea parametrilor
referitori la reactia imunologica de deplasare si a caracteristicilor sistemului in flux (volumul injectat,

debit).
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Figura 18. Teste DIA cu diferite concentratii de OTA pe acelasi material bio-sensibil. Conditii
experimentale: 30 mg de material bio-sensibil modificat cu 3,2 umol/g OTB; durata reactiei de
deplasare, 2 min; agitare magnetica, 180 rpm; durata reactiei enzimatice, 20 min.

4 Concluzii

in concluzie, s-a dezvoltat un material bio-sensibil pentru detectia ocratoxinei A folosind un
anolog structural mai putin toxic, ocratoxina B. Aceasta a fost imobilizata pe microbile de sticld cu
dimensiunea controlata a porilor. Avantajul acestui material solid este dat de suprafata mare de reactie
care necesita un volum mic de proba si de solutii necesare obtinerii materialului, reducand asftel costul
final al testului. Principiul de utilizare al acestui material este cel al testului imunologic prin deplasare,
permitandu-se astfel detectia in situ a OTA in probele de vin. Singura cerintd pentru realizarea acestui
test cu materialul obtinut, este simplificarea matricei vinului prin eliminarea componentilor colorati.
Acest lucru a fost realizat cu ajutorul unei coloane de siliciu modificat cu grupari NH,. Desi procentul de
recuperare al OTA Tn urma trecerii probei de vin prin aceastd coloana este inferior celui obtinut cu o
coloana de imunoafinitate, aceasta coloana de extractie Tn faza solida are un timp si un cost de analiza
mai mici.

Caracteristicile materialul bio-sensibil si cele ale testului imunologic prin deplasare au fost
optimizate pentru a obtine o limita de detectie de OTA ce satisface reglementatile care stabilesc o

valoare maxima admisa de 2 ng/mL OTA in vin. S-au propus doud posibilitati practice de utilizare a
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materialului bio-sensibil. Rezultatele preliminare arata cd acest material ar putea fi folosit pentru a

dezvolta un bioreactor integrat intr-un sistem de flux sau ca microbile sensibile pentru detectia in situ a

OTA.
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