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_ Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "PROCESSO
PARA DETECCAO RAPIDA DE MICOTOXINAS, APARELHO PARA A
REALIZACAO DESTE, KIT PARA DETECGCAO RAPIDA DE MICOTOXI-
NAS E APLICACAO DO MESMO".

A invengao refere-se a um aparelho e a um processo para a de-
teccédo de micotoxinas e a kits adequados para a realizagao do processo.

A detecgdo de micotoxinas compreende um grande campo de
aplicacéo, por exemplo, nos setores de alimentos e de ragdes animais, em
analise ambiental, em prote¢ao de culturas e em pesquisa bioquimica.

Micotoxinas sao toxinas produzidas por bolores, as quais tém
estruturas quimicas muito diferentes. Micotoxinas sdao encontradas em pro-
dutos colhidos, tais como graos, frutas e sementes contendo éleo, e podem
causar envenenamento de seres humanos e de animais. Mais de 300 mico-
toxinas diferentes foram identificadas até agora, as quais estao classificadas
em aproximadamente 25 tipos estruturais e exibem diferentes agdes toxicas.
Dependendo do tipo de toxina, as micotoxinas podem provocar envenena-
mento agudo ou cronico. Grupos comuns de micotoxinas sao aflatoxinas,
ocratoxinas, alcaldides de cravagem do centeio, toxinas de patulina e fusari-
um. Particularmente importante entre as toxinas de fusarium sao deoxiniva-
lenol, zearalenona, nivalenol, toxina T-2-/HT2 e as fumonisinas, porque elas
sao frequentemente encontradas em produtos de cereais. Conseqlientemen-
te, um ensaio para micotoxinas, por exemplo, para toxinas de fungos de
campo, por exemplo, toxinas de fusarium, ou para- toxinas de fungos de ar-
mazenamento, deve ser realizado em celeiros, nos negdcios do comércio de
graos e do processamento de graos, por exemplo, moinhos, casas de malte,
negécios de produgcdo de racbes animais, negocios agricolas, centros de
consultoria, universidades ou 6rgaos governamentais, por exemplo, o érgao
para a protecao do consumidor, a fim de assegurar a qualidade dos alimen-
tos.

Inumeros processos para a deteccdo de micotoxinas tém sido
reveladas na técnica anterior. Micotoxinas sdo detectadas, por exemplo, por

processos cromatograficos, tais como HPLC, os quais podem ser acoplados
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a deteccao a base de fluorescéncia, absortiva ou de espectrometria de mas-
sa. Antes da analise de HPLC, por exemplo de uma amostra de graos, o a-
nalito € usualmente concentrado e purificado por meio de colunas de imuno-
afinidade. Todos os procéssos a base de HPLC tém as desvantagens de
grandes dispéndios em capital, manejo de amostras relativamente complexo
e analises prolongadas. Devido as mencionadas desvantagens, processos
de deteccao a base de HPLC ndo sdo adequados para andlise rapida, eco-
némica e simples, por exemplo, de amostras de graos nos negdécios de pro-
ducao, aceitagao, comeércio ou processamento de graos. Andlise a base de
HPLC é realizada ao invés de laboratérios analiticos especializados. Conse-
glientemente, na pratica, o resultado esta disponivel somente depois de uma
demora de varios dias.

Um método alternativo de deteccao de micotoxinas é a tecnolo-
gia ELISA (ensaio imunossorbente ligado a enzima). A ELISA é fornecida
com placas de microtitulagao, cujas cavidades estdo revestidas, por exem-
plo, com anticorpos de captura que se ligam de maneira especifica a uma
micotoxina. As desvantagens da ELISA sdo as muitas etapas de pipetagem,
lavagem e incubagao, que podem resultar em analises relativamente longas
de mais de 30 minutos. Isso impede que o teste seja realizado de maneira
rapida no ponto do lado de fora de um laboratério analitico. Além disso, o
ensaio ndo permite a detecgdo simultanea de mdltiplos analitos, uma vez
que cada placa de microtitulacdo esta usualmente revestida com somente
um tipo de anticorpos.

Outro método de detecgdao de micotoxinas sdao os ensaios de
escoamento lateral (EELs). As micotoxinas podem ser detectadas por meio’
de EEL, por exemplo, por realizagdo de um imunoensaio competitivo direto
em uma fita de nitrocelulose, com a amostra a ser analisada, devido as for-
cas de capilaridade. De maneira desvantajosa, 0 processo permite somente
a detecgao de micotoxinas qualitativa. Outra desvantagem desse ensaio é a
necessidade de uma fita separada para cada micotoxina.

A técnica anterior também inclui estudos sobre o desenvolvimen-

to de processos para a detecgcao de micotoxinas, por exemplo, descritos por
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M. M. Ngundi et al., Anal. Chem. 2005, 77, 148-154. Esse processo compre-
ende a realizagdao de imunoensaio competitivo indireto para a detecgao de
ocratoxina A, por imobilizagao de ocratoxina A em laminas de vidro. A mistu-
ra de um anticorpo marcado de maneira fluorescente com relacao a ocrato-
xina A e da amostra a ser determinada é aplicada a lamina, que pode ser
lida depois que os anticorpos nao ligados tiverem sido removidos por lava-
gem. De maneira desvantajosa, esse processo exige etapas de lavagem e
tempos de incubacao de desde cerca de 10 a 20 minutos e também compili-
cados sistemas de formagao de imagens por fluorescéncia para a leitura dos
resultados. Como um resultado, nao é possivel desenvolver um ensaio rapi-
do nesta base, que possa ser realizado no ponto do lado de fora de um labo-
ratério analitico.

Os processos conhecidos na técnica anterior, para a deteccao
de micotoxinas, portanto, exigem grande dispéndio de capital devido a com-
plicada aparelhagem de leitura, incluem muitas etapas manuais ou nao po-
dem ser usados do lado de fora de um laboratério analitico.

O objetivo da presente invengao &, portanto, fornecer um pro-
cesso que supere pelo menos uma das desvantagens mencionadas acima
da técnica anterior, em particular um processo que permita que as micotoxi-
nas a serem detectadas erh uma amostra, de uma maneira rapida, econémi-
ca e facil de realizar.

Esse objeto é alcangado por um processo para a detecgdo rapi-
da de micotoxinas, compreendendo as seguintes etapas:

a) fornecimento de uma guia de onda de filme fino compreen-
dendo uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente transparente
no topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente, com (b) ten-
do um indice de refragdo mais baixo do que (a), a cuja guia de onda sao i-
mobilizados componentes de ligacao especificos e/ou por afinidade como
um elemento de reconhecimento quimico ou bioquimico para micotoxinas
e/ou um componente de ligagao de uma maneira separada espacialmente,

b) aplicacdo de uma amostra contendo micotoxina(s) e compo-

nentes de ligacdo aos componentes de ligacdo imobilizados sobre a guia de
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onda de filme fino,

c) detecgao de um sinal no campo evanescente devido a intera-
¢ao dos componentes de ligagao imobilizado sobre a guia de onda de filme
fino com as micotoxinas a partir da amostra e/ou com os componentes de
ligacao,

d) determinagdo da quantidade de micotoxina(s) presente(s) na
amostra.

A presente invengdo refere-se adicionalmente a um aparelho
para a realizagao do processo para a deteccao de micotoxinas.

Uma matéria objeto adicional € um kit adequado para a realiza-
¢ao do processo para a detecgao de micotoxinas.

Outras concretizagbes vantajosas da invengao surgem das rei-
vindicagbes dependentes.

De maneira surpreendente, constatou-se que o processo de a-
cordo com a invengao, para a detecgao de micotoxinas, pode ser realizado
prontamente e do lado de fora de laboratérios analiticos especializados. Isso
permite que o processo de acordo com a invengao seja realizado por meio
de um ensaio rapido, sem, necessariamente, 0 manejo sobre as amostras
para um laboratério para anadlise. Além disso, a detec¢ao de micotoxina, de
acordo com o processo de acordo com a invencao, de maneira vantajosa
exige somente umas poucas, se houver, etapas de lavagem. Isso é particu-
larmente vantajoso pelo fato de que a realizagdo das etapas de lavagem é
consumidora de tempo, prolonga o tempo até que um resultado da analise
seja obtido, e pode distorcer os resultados da analise ou mesmo tornar a
deteccao completamente impossivel, em particular, quando a ultima for rea-
lizada com pouco cuidado ou de maneira nao apropriada.

A combinagao das propriedades vantajosas do processo de a-
cordo com a invengao permite que as micotoxinas sejam detectadas em
itens de alimentos, por exemplo, em celeiros, em negdcios de comércio de
graos ou de processamento de graos. Em particular, o processo pode ser
realizado facilmente e rapidamente e isto permite que mesmo individuos,
que nao sejam analistas especializados de um laboratério especialista, reali-
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Zem O processo.

Concretizagbes preferidas do processo fazem uso de uma guia
de onda de filme fino na forma de um biochip de campo evanescente sobre
uma guia de onda de filme fino, de preferéncia, um biochip de guia de onda
Optico planar, baseado em uma guia de onda de filme fino.

Guias de onda sé@o uma classe de transdutores de sinal, que po-
dem ser usados para a detec¢do da mudanga nas propriedades Opticas de
uma margem do meio de uma camada de guia de onda, tipicamente um die-
létrico. Quando a luz é transportada em modo guiado dentro da camada de
guia de onda, o campo de luz ndo diminui de maneira abrupta na interface
meio / guia de onda, mas, ao invés disto, decai exponencialmente no meio
de detecg¢do adjacente a guia de onda. A esse campo de luz com decaimen-
to de maneira exponencial se refere como campo evanescente. Uma mu-
dancga nas propriedades Opticas da margem do meio da guia de onda, dentro
do campo evanescente, pode ser detectada usando um ajuste de medigéo
adequado.

O uso de guias de onda como transdutores de sinal é vantajoso
pelo fato de que, no caso de elementos de reconhecimento imobilizados na
interface de guia de onda, a ligagdao a ou a reagao do elemento de reconhe-
cimento podem ser detectados, quando as propriedades 6pticas da mudancga
do meio de detecgao na interface com a guia de onda.

Consequentemente, é possivel tanto economizar tempo e simpli-
ficar o procedimento quando da realizagao da deteccgéo.

Portanto, um sinal ou um elemento marcado pode ser detectado
por meio da mudang¢a de propriedades 6pticas do meio, por exemplo, de
uma amostra a ser analisada, diretamente sobre a superficie do transdutor
de sinal ou guia de onda de filme fino, por exemplo, por meio de uma mu-
danca em absorbancia, fluorescéncia, fosforescéncia, luminescéncia ou simi-
lares.

Preferéncia é dada para se detectar um sinal de fluorescéncia no
campo evanescente. Elementos de marcag¢do, que podem ser usados de

acordo com a invengdo para a marcagao dos componentes de ligagao, por
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exemplo, micotoxinas, conjugados com micotoxinas, conjugados com anti-
corpos ou anticorpos, séo, de preferéncia, fluoréforos organicos, nanoparti-
culas, nanoparticulas fluorescentes, contas, contas fluorescentes, proteinas
fluorescentes ou outras moléculas ou unidades de sinalizagao ou quaisquer
combinagdes de vérios elementos de marcagao. Preferéncia é dada a se
usar componentes de ligagao, que tenham sido ligados de uma maneira ca-
paz de luminescéncia. Elementos de marcacao preferidos sao fluoréforos
organicos e/ou proteinas fluorescentes.

De acordo com o processo de acordo com a invengao, o compo-
nente de ligagao marcado fluorescente de maneira preferida pode ser exci-
tado por um campo evanescente. Em concretizagdes preferidas, o campo
evanescente é gerado por uma guia de onda 6ptica planar, conforme descri-
to na Patente Norte-americana de numero 5.959.292, Duveneck et al. Fluo-
rescéncia emitida isotropicamente pode ser detectada usando-se um ajuste
adequado. Em outras concretizag¢des, fluorescéncia acoplada a guia de onda
pode ser acoplada fora da guia de onda novamente por um elemento éptico
adequado e ser detectada usando-se um ajuste éptico adequado.

De maneira especialmente vantajosa, a remogéao por lavagem de
componentes de ligacao marcados fluorescentemente de maneira preferida
ou de uma amostra ou solugdo contendo componentes de ligagao marcados,
antes da detecgdo de um sinal, pode ser restrita ou mesmo pode ser com-
pletamente dispensada. isso permite que as micotoxinas sejam detectadas
em menos tempo, assim como de uma maneira simplificada, uma vez que o
fornecimento das varias solu¢des de tampao do protocolo de lavagem, que
sao normalmente usados também pode ser dispensado.

Guias de onda de filme fino utilizaveis compreendem uma ca-
mada (a) de guia de onda opticamente transparente compreendendo oxidos
selecionados a partir do grupo consistindo em TiO,, ZnO, NbsOs, TazOs,
HfO2 e/ou ZrO,, de preferéncia, selecionados a partir do grupo consistindo
em TiOz, Ta2x0s e/ou Nb>Os. De preferéncia, a camada (a) de guia de onda
opticamente transparente é feita de TiO,, ZnO, Nb,Os, Ta0s, HfO» ou ZrO»,
de preferéncia, TiO2, Ta>xOs ou Nb>Os. O uso de pentdxido de tantalo se
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mostrou especialmente vantajoso, em particular para deteccdo de um sinal
de fluorescéncia.

ConcretizagOes particulares compreendem a aplicagio a guia de
onda de filme fino, em particular & camada (a) de guia de onda opticamente
transparente, compreendendo Oxidos selecionados a partir do grupo com-
preendendo TiOz, ZnO, NbyOs, TazOs, HfO, e/ou ZrO,, de mono- ou multi-
camadas de acidos organofosféricos da seguinte formula (1)

R-OPO3H; ()]
e/ou de acidos organofosfénicos da seguinte férmula (11)

R-PO3zH2 (1
e/ou de seus sais, sendo que

R é um grupo C;p a Cz4 alquila.

Utilizaveis de preferéncia sdo acidos organofosféricos e/ou aci-
dos organofosfénicos, de preferéncia, organosfatos e/ou organofosfonatos,
com R sendo secionado a partir do grupo compreendendo C4o a Cyo alquila
nao ramificada, de preferéncia, selecionado a partir do gru.po compreenden-
do Ci2 a Cys alquila ndo ramificada, de preferéncia, selecionado a partir do
grupo compreendendo acido dodecilfosférico, dodecilfosfato, octadecilfosfo-
nato-e/ou acido octadecilfosfénico.

Utilizaveis de preferéncia sdo &cidos organofosféricos ou orga-
nofosfatos, que podem ser aplicados a guia de onda de filme fino por meio
de sais soluveis em agua a partir de solugao aquosa.

-Em concretizagdes preferidas,.os acidos organofosféricos e/ou
acidos organofosfonicos, de preferéncia, organofosfatos, sdo aplicados por
meio de uma monocamada a guia de onda de filme fino, em particular um
biochip de campo evanescente, de preferéncia, um biochip de guia de onda
otica planar. Eles podem ser aplicados por meio de processos de imersao.

A monocamada pode ser aplicada como uma camada promotora
de adesdo a camada opticamente transparente, feita de 6xidos. Vantajosa-
mente, acidos organofosféricos e/ou acidos organosfosfénicos podem inte-
ragir com elementos de reconhecimento, em particular com proteinas ou e-

lementos de reconhecimento acoplados a proteinas, e intensificar a ligacao
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dos elementos de reconhecimento ao biochip.

Componentes de ligagao utilizaveis sao, de preferéncia, selecio-
nados a partir do grupo consistindo em anticorpos antimicotoxina, conjuga-
dos de antimicotoxina - anticorpo, micotoxinas, conjugados de micotoxina,
fragmentos de anticorpos antimicotoxina, peptideos de ligagao a micotoxina,
anticalinas de ligagao a micotoxina, aptdmeros de ligagcao a micotoxina, es-
pelhbmeros de ligagdo a micotoxina e/ou polimeros impressos de ligagédo a
micotoxina, de preferéncia, selecionados a partir do grupo compreendendo
anticorpos antimicotoxina, conjugados antimicotoxina - anticorpo, micotoxi-
nas e/ou conjugados de micotoxina.

Os componentes de ligacao interagem, em cada caso, especifi-
camente com e/ou com afinidade ao, em cada caso, outro componente de
ligagdao. Por exemplo, anticorpos antimicotoxina, que sdo aplicados a guia de
onda de camada fina, se ligam com afinidade as micotoxinas imobilizadas na
guia de onda de filme fino. Igualmente, anticorpos antimicotoxina, imobiliza-
dos sobre uma guia de onda de filme fino, se ligam com afinidade as micoto-
xinas ou conjugados de micotoxina, que sao aplicados a guia de onda de
filme fino. A especificidade de ligagdo, aqui, depende dos componentes de
afinidade usados. Portanto, anticorpos antimicotoxina reativos de maneira
cruzada utilizaveis se ligam com afinidade as micotoxinas correspondentes,
por exemplo, do grupo de fumosinas, mas, menos especificamente do que,
por exemplo, um anticorpo especial a fumosina B1 o seria. A componentes
de ligagao, que estejam imobilizados, também se refere como elemento de
reconhecimento ou "moléculas de captura”.

Conjugados de antimicotoxina - anticorpo e conjugados de mico-
toxina podem ser formados, por exemplo, a partir de uma proteina e de anti-
corpos antimicotoxina ou micotoxina.

Em concretizacdes preferidas, por exemplo, em ensaios indire-
tamente competitivos, os componentes de ligagcédo imobilizados sao conjuga-
dos de micotoxina. Conjugados de micotoxina podem ser formados, de pre-
feréncia, a partir de micotoxina ligada a proteinas, por exemplo, albumina de
soro bovino (ASB). Uma vantagem especial de se usar um tal conjugado de
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micotoxina-ASB é o fato de que a ligagdo da micotoxina a guia de onda de
filme fino pode ser intensificada por uma interagdo entre a proteina e os &aci-
dos organofosforicos e/ou os acidos organofosfénicos. Isso pode aperfeigoar
a adesao dos elementos de reconhecimento a guia de onda de filme fino.

Um elemento de marcagao, por exemplo, um corante fluorescen-
te ou fluoréforo, pode estar ligado diretamente a um componente de ligagao,
por exemplo, a um anticorpo antimicotoxina ou uma micotoxina, ou via um
elemento espacgador, por exemplo, uma proteina ou uma cadeia de alquila
ou cadeia de polietileno glicol. O elemento de marcacgao, por exemplo, um
corante fluorescente ou fluoréforo, de preferéncia, esta ligado as micotoxinas
via uma proteina. Um exemplo de uma proteina adequada é ASB. A ligagcao
de um fluoréforo a uma micotoxina por meio de ASB pode aperfeigoar, de
maneira nitida, a ligagdo do elemento de marcagdao aos componentes de
ligagdo, por exemplo, anticorpos. Sendo capaz de evitar processos compli-
cados para a ligagao, por exemplo, de um fluoréforo, a uma micotoxina de
maneira direta, constitui outra vantagem. Componentes de ligagao preferidos
para um anticorpo antimicotoxina imobilizado, que pode ser usado em um
ensaio competitivo direto, por exemplo, sdo conjugados micotoxina-ASB
marcados de maneira fluorescente.

Em principio, micotoxinas podem ser detectadas em amostras,
solugdes ou outros meios, todos os quais sao capazes de ser aplicados a
uma guia de onda de filme fino. Em concretizagdes preferidas, as amostras
sdo alimento para seres humanos ou para animais. Micotoxinas sido detec-
tadas, de preferéncia, de acordo com o processo de acordo com a invengao
em cereais, produtos de cereais, vinho, sucos ou frutas e/ou em produtos
contendo cereais, vinho, sucos e/ou frutas. A amostra a ser analisada, por
exemplo, um item ou produto alimenticio, pode, aqui, ser aplicado & guia de
onda de filme fino ou extraido com um solvente ou mistura de solventes,
com o extrato extraido sendo usado. O extrato pode ser utilizavel em forma
diluida ou concentrada. |

As micotoxinas podem ser removidas a partir da amostra a ser

estudada, por exemplo, cereais ou outros itens alimenticios, por tratamento
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com um solvente ou mistura de solventes. Por exemplo, micotoxinas podem
ser removidas a partir de amostras de graos por moagem e subseqiente
extragdo com agua ou solventes organicos ou misturas de solventes, por
exemplo, com misturas de agua, a qual pode ser adicionada sob mistura
com substancias de tampao, sais, acidos ou bases e outros aditivos, e sol-
ventes orgéanicos, por exemplo, com misturas de agua e metanol ou etanol
ou de agua e acetonitrila. Outros processos de extracdo de micotoxinas sdo
conhecidos do trabalhador especializado. As micotoxinas dissolvidas obtidas
podem, entdo, ser analisadas ou diretamente ou depois de diluicdo ou con-
centragcdo na guia de onda de filme fino ou chip.

Elementos de reconhecimento utilizaveis, a que se refere como
"moléculas de captura", de preferéncia, selecionados a partir do grupo com-
preendendo anticorpos antimicotoxina, anticorpos, conjugados antimicotoxi-
na-anticorpo, micotoxinas e/ou conjugados de micotoxina, de preferéncia,
dois ou mais destes diferentes, podem ser imobilizados de maneira covalen-
te ou néo covalente, por exemplo, por adsorgdo hidrofébica, sobre a superfi-
cie de guia de onda de filme fino ou sobre a superficie do chip. Eles podem
ser imobilizados, por exemplo, por aplicagdo dos elementos de reconheci-
mento por meio de campos de medi¢do, chamados pontos, a superficie de
guia de onda de filme fino ou a superficie do chip, um processo a que se re-
fere também como aplicagdo de pontos. Preferéncia é dada a solugao de
aplicagéo de pontos, de preferéncia, solu¢gdes tampao contendo o(s) compo-
nente(s) de ligagdo como elemento de reconhecimento, usando-se dispositi-
vos para aplicagdo automética, chamados de ponteadores. Preferéncia é
dada a incubagéo das guias de onda de filme fino ou chips depois da aplica-
¢ao de pontos durante pelo menos uma hora, de preferéncia, algumas horas,
de modo a permitir que os elemento de reconhecimento se liguem a guia de
onda de filme fino ou ao chip.

Preferéncia é dada ao tratamento dos biochips, depois da apli-
cagao de pontos, com uma solugéo de proteina, de preferéncia, uma solugédo
de uma proteina de bloqueio utilizavel, por exemplo, ASB, durante pelo me-

nos uma hora, de preferéncia, 2 horas a 6 horas, especialmente, de prefe-



10

15

20

25

30

11

réncia, 3 horas a 4 horas. Depois da remog¢ao da solugdo, as guias de onda
de filme fino ou biochips podem ser secados e armazenados.

A amostra e o componente de ligagdo marcado de preferéncia
de maneira fluorescente pode ser aplicado aos elementos de reconhecimen-
to imobilizados sobre a guia de onda de filme fino, de preferéncia, biochip de
campo evanescente, de preferéncia, um biochip de guia de onda éptica pla-
nar, simultaneamente ou sucessivamente. Portanto, é possivel adicionar
componentes de ligagcao marcados de preferéncia de maneira fluorescente,
por exemplo, uma ou mais micotoxinas marcadas de preferéncia de maneira
fluorescente, conjugados de micotoxina ou anticorpos, a uma ou mais mico-
toxinas, antes da ou durante a incubagado de uma amostra, por exemplo, um
extrato, sobre o chip. Também é possivel, por exemplo, aplicar ao chip um
extrato de uma amostra a ser analisada em uma mistura com micotoxinas,
conjugados de micotoxina ou anticorpos, de preferéncia, marcados, de pre-
feréncia marcados de maneira fluorescente, a uma ou mais micotoxinas.

De maneira especialmente vantajosa, a amostra pode ser incu-
bada de acordo com o processo de acordo com a invengao com 0s compo-
nentes de ligagao imobilizados, como elemento de reconhecimento quimico
ou bioquimico, sobre a guia de onda de filme fino e/ou os componentes de
ligagao, menos do que 15 minutos, de preferéncia, menos do que 10 minu-
tos, especialmente de preferéncia, menos do que 5 minutos, antes da detec-
¢ao do sinal.

Isso é grandemente vantajoso em relacao aos processos conhe-
cidos, os quais exigem tempos de incubagao, com conjugado de micotoxina
aplicados com uma solucdo de anticorpos de micotoxina marcados, algumas
vezes de até duas horas, ou em relacdo a processos que exigem que as
amostras sejam pré-incubadas com anticorpos antimicotoxina marcados.
Isso permite que as micotoxinas sejam determinadas muito mais rapidamen-
te pelo processo de acordo com a invengao do que por processos conheci-
dos. Mais especificamente, o tempo de incubagdo pode ser encurtado de
maneira consideravel. Em concretizagoes especialmente preferidas, o tempo

de incubagao pode ser menor do que 10 minutos ou mesmo de somente 5
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minutos. Em particular, em combinagdo com a vantagem adicional de ser
capaz de dispensar etapas de lavagem, isso permite que o processo de a-
cordo com a invengao produza um resultado em menos de 20 minutos, de
preferéncia, em menos do que 15, especialmente de preferéncia, em menos
de 10 minutos.

Usando-se o processo de acordo com a invengdo, micotoxinas
podem ser determinadas quantitativamente e, de preferéncia, com pouca
variagao. Por exemplo, o "coeficiente de variagdo interlaboratorial", uma me-
dida da reprodutibilidade, pode ser menor do que 50%, de preferéncia, me-
nor do que 40%. Além disso, o "coeficiente de variacdo interlaboratorial”,
uma medida da reprodutibilidade, pode ser menor do que 20%. Isso permite
que o processo de acordo com a invengao seja usado dentro do contexto de
um processo padronizado e simples para a determinagao de micotoxinas em
itens alimenticios, por exemplo, cereais, produtos de cereais e vinhos.

Micotoxinas detectaveis sao selecionadas, de preferéncia, a par-
tir do grupo compreendendo aflatoxinas, ocratoxinas, alcaldides de crava-
gem do centeio, patulina e/ou toxinas de fusarium, por exemplo, seleciona-
das a partir do grupo compreendendo deoxinivalenol, nivalenol, zearalenona,
toxina T-2, toxina HT-2, ocratoxina A e/ou fumonisinas. Fumonisinas sédo
selecionadas, de preferéncia, a partir do grupo compreendendo fumonisina
B1, fumonisina B2 e/ou fumonisina B3.

Consequentemente, componentes de ligagdo utilizaveis sao se-
lecionados, de preferéncia, a partir do grupo de micotoxinas compreendendo
aflatoxinas, ocratoxinas, alcal6ides de cravagem do centeio, patulina -e/ou
toxinas de fusarium, por exemplo, selecionadas a partir do grupo consistindo
em deoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, toxina T-2, toxina HT-2, ocratoxi-
na A e/ou fumonisinas, e anticorpos com relagdo a micotoxinas selecionados
a partir do grupo compreendendo aflatoxinas, ocratoxinas, alcaléides de cra-
vagem de centeio, patulina e/ou toxinas de fusarium, por exemplo, selecio-
nadas a partir do grupo compreendendo deoxinivalenol, nivalenol, zearale-
nona, toxina T-2, toxina HT-2 e/ou fumonisinas.

Dependendo do tipo de imunoensaio usado, um dos componen-
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tes de ligacao, por exemplo, um ou mais das micotoxinas, no caso de um
imunoensaio indiretamente competitivo, esta imobilizado como elemento de
reconhecimento na guia de onda de filme fino, enquanto que o outro compo-
nente de ligagao, por exemplo, um ou mais dos anticorpos antimicotoxina, no
caso de um imunoensaio indiretamente competitivo, é aplicado a guia de
onda de filme fino antes ou simultaneamente com a amostra. O componente
de ligacao a ser adicionado aqui estd marcado, de preferéncia, de maneira
luminescente, de preferéncia, com um fluoréforo.

Componentes de ligagao utilizaveis sdo, de preferéncia, selecio-
nados a partir do grupo compreendendo deoxinivalenol, nivalenol, zearale-
nona, toxina T-2, toxina HT-2, ocratoxina A e/ou fumonisina B1, fumonisina
B2 e/ou fumonisina B3, e anticorpos com relagdo a micotoxinas seleciona-
das a partir do grupo compreendendo deoxinivalenol, nivalenol, zearalenona,
toxina T-2, toxina HT-2, ocratoxina A e/ou fumonisina B1, fumonisina B2 e/ou
fumonisina BS3.

De preferéncia, anticorpos monoclonais para micotoxina, por
exemplo, antifumosina B1, antifumosina B2 ou antifumosina B3, podem ser
aqui usados. Anticorpos agindo contra o grupo de fumosinas também podem
ser usados. Componentes de ligagao uteis, de preferéncia, anticorpos para
micotoxinas, podem ser usados individualmente ou em uma mistura, e, além
disso, € possivel usar anticorpos reativos de maneira cruzada.

Uma vantagem particular do processo de acordo com a invencao
decorre do fato de que o processo de acordo com a invengdo pode detectar
micotoxinas com sensibilidade aumentada. Por exemplo, micotoxinas podem
ser detectadveis mesmo na faixa de concentragées de micotoxinas nanomola-
res ou picomolares, em particular, em itens alimenticios para seres humanos
e animais, por exemplo, cereais, vinho, sucos, frutas e/ou seus produtos, ou
em extratos dos itens ou produtos alimenticios. Por exemplo, micotoxinas
podem ser detectaveis em extrato de cereal, mesmo na faixa de micotoxina
desde 0,1 pM a 100 nM, de preferéncia, na faixa de micotoxina desde 1 pM
a 1 nM, de preferéncia, menos do que micotoxina 100 pM, de preferéncia,

menos do que micotoxina 10 pM, especialmente de preferéncia, menos do
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que micotoxina 1 pM, podem ser detectaveis. _

Além disso, micotoxinas podem ser detectaveis em extrato cere-
al na faixa desde 10™ ppb a 10.000 ppb de micotoxina, em cereais na faixa
desde 102 ppb a 10.000 ppb de micotoxina. De preferéncia, micotoxinas po-
dem ser detectaveis em extrato de cereal na faixa de < 0,1 ppb de micotoxi-
na, de preferéncia, na faixa de < 0,01 ppb de micotoxina, especialmente de
preferéncia, na faixa de < 10 ppb de micotoxina, em cereais, na faixa de <
0,1 ppb de micotoxina, de preferéncia, na faixa de < 0,01 ppb de micotoxina,
especialmente de preferéncia, na faixa de < 10 de micotoxina.

Isso permite que as micotoxinas presentes em itens alimenticios
sejam determinadas mais acuradamente do lado de fora de um laboratdrio
analitico do que previamente possivel.

O processo de acordo com a invengdo permite que pelo menos
duas micotoxinas, de preferéncia, desde 2 a 1.000 micotoxinas, de preferén-
cia, desde 5 a 100 micotoxinas, sejam detectaveis. Mais especificamente, é
possivel determinar micotoxinas de maneira simultanea. Isso é uma grande
vantagem em relagdo aos processos conhecidos, a maioria dos quais permi-
te meramente uma unica micotoxina seja detectada de cada vez.

Uma concretizagdo preferida do processo para a detecgdo de
micotoxinas prevé a imobilizagdo de componentes de ligagdo especificos
e/ou por afinidade, como elemento de reconhecimento quimico ou bioquimi-
co para micotoxinas e/ou um componente de ligagdo de uma maneira espa-
cialmente separada, sobre a superficie de uma guia de onda de filme fino
compreendendo uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente
transparente no topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente,
com (b) tendo um indice de refracdo mais baixo do que (a). A amostra a ser
analisada e os componentes de ligagao de preferéncia marcados com fluoré-
foro podem, entao, ser adicionados de maneira simultdnea ou sucessiva. A
interagao especifica e/ou por afinidade entre os componentes de ligacéo i-
mobilizados sobre a guia de onda de filme fino, a(s) micotoxina(s) da amos-
tra e/ou os componentes de ligagcao de preferéncia marcados com fluoréforo
podem ser detectados como uma mudanga de sinal no campo evanescente.
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A presenca de uma micotoxina na amostra produz uma mudanca do sinal no
campo evanescente.

De acordo com a invengao, as micotoxinas podem ser detecta-
das por um ensaio, por exemplo, um imunoensaio, sobre o chip. A deteccao
das micotoxinas &, de preferéncia, realizada por meio de um imunoensaio,
de preferéncia, um imunoensaio competitivo, por exemplo, um imunoensaio
diretamente ou indiretamente competitivo, especialmente de preferéncia, por
meio de um imunoensaio indiretamente competitivo.

Uma concretizagao preferida do processo para detec¢do de mi-
cotoxinas, por meio de um imunoensaio diretamente competitivo, pode pre-
ver imobilizacao de anticorpos antitoxina como um elemento de reconheci-
mento quimico ou bioquimico para micotoxinas, de uma maneira espacial-
mente separada, sobre a superficie de uma guia de onda de filme fino com-
preendendo uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente transpa-
rente no topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente, com
(b) tendo um indice de refragcao mais baixo do que (a). De preferéncia, mico-
toxinas marcadas com fluoréforo ou conjugados de micotoxina-ASB de pre-
feréncia marcados com fluoréforo podem, entdo, ser adicionados de maneira
simultdnea com ou antes da amostra a ser analisada. A interagdo entre os
anticorpos antimicotoxina imobilizados sobre a guia de onda de filme fino,
a(s) micotoxina(s) da amostra e/ou as micotoxinas ou conjugados de micoto-
xina-ASB, de preferéncia marcados com fluoréforo, podem ser detectados
como uma mudanca de sinal no campo evanescente.

No caso de um imunoensaio competitivo direto, de preferéncia,
dois ou mais anticorpos antimicotoxina diferentes podem ser imobilizados,
sobre a superficie do chip, de maneira covalente ou nao covalente, por e-
xemplo, por aplicagao de pontos. A aplicagao de, por exemplo, um extrato de
uma amostra de ser estudada em uma mistura com micotoxinas ou conjuga-
dos de micotoxina, de preferéncia marcados de maneira fluorescente, ao
chip resulta nas micotoxinas ou nos conjugados de micotoxina ndo marca-
dos competindo pelos sitios de ligagdo a anticorpo disponiveis no chip. As
micotoxinas marcadas de maneira fluorescente podem ser adicionadas an-
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tes da ou durante a incubacdao do extrato sobre o chip. A quantidade das
micotoxinas marcadas, ligadas ao anticorpos imobilizados, é inversamente
proporcional a quantidade de micotoxinas presentes no extrato.

A deteccao também pode ser conduzida por meio de um ensaio
em sanduiche. Nesse caso, anticorpos de detecgdo marcados, que se ligam
a um complexo imobilizado de anticorpos imobilizados no chip e micotoxinas
sao usadas ao invés de micotoxinas ou conjugados de micotoxina marcados.
Em um ensaio intercalado, a quantidade de fluoréforos ligados aos anticor-
pos é proporcional a concentragao de micotoxinas no extrato.

Outra concretizagcao preferida do processo para detec¢dao de mi-
cotoxinas por meio de um imunoensaio indiretamente competitivo pode pre-
ver a imobilizagao de micotoxinas ou, de preferéncia, conjugados de micoto-
xina - ASB de preferéncia marcados com fluoréforo, como um elemento de
reconhecimento quimico ou bioquimico, de uma maneira espacialmente se-
parada sobre a superficie de uma guia de onda de filme fino compreendendo
uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente transparente sobre o
topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente, com (b) tendo
um indice de refragcdo mais baixo do que (a). De preferéncia, anticorpos an-
timicotoxina de preferéncia marcados com fluoréforo podem, entdo, ser adi-
cionados simultaneamente com a ou antes da amostra a ser analisada. A
interacao entre as micotoxinas ou conjugados de micotoxina - ASB de prefe-
réncia marcados com fluoréforo imobilizados sobre a guia de onda de filme
fino, a(s) micotoxina(s) da amostra e/ou os anticorpos antimicotoxina de pre-
feréncia marcados com fluoréforo podem ser detectados como uma mudan-
¢a de sinal no campo evanescente.

De acordo com a invengao, micotoxinas também podem ser de-
tectadas por um imunoensaio competitivo indireto. Nesse caso, micotoxinas
ou conjugados de micotoxina, por exemplo, conjugados de micotoxina - pro-
teina, de preferéncia, conjugados de micotoxina - ASB, podem ser imobiliza-
dos sobre o chip. A aplicagcao de um extrato de uma amostra a ser estudada,
em uma mistura com anticorpos antimicotoxina de preferéncia marcados de
maneira fluorescente, ao chip resulta nas micotoxinas imobilizadas e nas
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micotoxinas em solugdo competindo pelos sitios de ligagao disponiveis dos
anticorpos marcados de maneira fluorescente. Os anticorpos antimicotoxina
marcados de maneira fluorescente podem ser adicionados antes da ou du-
rante a incubacgao do extrato sobre o chip. Nesse caso, a quantidade de an-
ticorpos marcados ligados é inversamente proporcional a quantidade de mi-
cotoxinas presentes no extrato.

Além disso, o sinal pode ser detectado, de maneira vantajosa,
no campo evanescente por meio de um dispositivo de leitura. O dispositivo
de leitura pode ser, por exemplo, um dispositivo de leitura robusto e econé-
mico.

Programa de computador adequado pode ser usado para a ava-
liacdo da intensidade do sinal, por exemplo, intensidade de fluorescéncia,
assim como para o calculo da quantidade de micotoxinas presentes na a-
mostra.

As vantagens fornecidas pelo processo de acordo com a inven-
¢ao, em particular uma combinag¢ao de um processo que é facil de realizar, a
possibilidade de ser capaz de detectar uma pluralidade de micotoxinas de
simultaneamente e quantitativamente em um dispositivo de leitura robusto e
econdmico, permitem que as micotoxinas sejam detectadas facilmente e ra-
pidamente do lado de fora de um laboratério analitico.

Além disso, a invengao se refere a um aparelho para a realiza-
¢ao do processo para a detecgdo de micotoxinas.

O aparelho para a realizagao do processo para a detecgédo de
micotoxinas tem uma guia de onda de filme fino, de preferéncia, um biochip
de guia de onda 6ptica planar com base em uma guia de onda de filme fino
compreendendo uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente
transparente no topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente,
com (b) tendo um indice de refracdo mais baixo do que (a). Os elementos de
reconhecimento estao, de preferéncia, imobilizados na camada (a).

Exemplos de guias de onda Opticas planares adequadas sdo
descritas no documento de numero WO/92870 ou na Patente Norte-

americana de numero 5.959.292.
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Em concretizagbes preferidas do dispositivo, a camada (b) opti-
camente transparente da guia de onda de filme fino, de preferéncia, biochip
de guia de onda oéptica planar, pode ser feita de silicatos, tais como vidro ou
quartzo, ou de um plastico transparente, de preferéncia, selecionado a partir
do grupo compreendendo policarbonatos, poliimidas, polimetacrilatos, polies-
tirenos, poliolefinas ciclicas e/ou copolimeros de poliolefinas ciclicas, de pre-
feréncia, a partir de poliolefinas ciclicas ou de copolimeros de poliolefinas
ciclicas. Exemplos de plasticos adequados, para a preparagdo da camada
(b) opticamente transparente, sdo descritos no documento de numero
WQO/020488.

E dada preferéncia, a plasticos termoplasticos transparentes ou
injetaveis, por exemplo, selecionados a partir do grupo compreendendo poli-
carbonato, poliimida, acrilato, em particular, poli(metacrilato de metila), ou
poliestireno.

Em concretizagbes particulares do aparelho, a camada (a) de
guia de onda opticamente transparente pode compreender 6xidos selecio-
nados a partir do grupo compreendendo TiO,, ZnO, Nb.Os, Ta,0s, HfO, e/ou
ZrO,, de preferéncia, selecionados a partir do grupo compreendendo TiO»,
TaxOs e/ou Nb2Os. Combinagdes de varios de tais 6xidos também podem
ser usadas. E dada preferéncia a uma camada (a) de guia de onda optica-
mente transparente sendo feita de TiO,, ZnO, Nb,Os, Ta,0s, HfO» ou ZrOs,
de preferéncia, de TiO2, Ta>Os ou Nb,Os. Foi provado como especialmente
vantajoso o uso de pentdxido de tantalo.

- Em concretizagbes preferidas, a guia de onda de filme -fino,
compreendendo, em particular na camada opticamente transparente, 6xidos
selecionados a partir do grupo compreendendo TiO,, ZnO, Nb>Os, Ta>Os,
HfO, e/ou ZrO,, compreende mono- ou multi-camadas de acidos organofos-
foricos da seguinte férmula (1)

R-OPOsHz2 (1)
e/ou acidos organofosfénicos da seguinte férmula (ll)

R-PO3H> {l)}

e/ou seus sais, sendo que
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R é uma Cp a Cy4 alquila.

De preferéncia, sao utilizaveis acidos organofosféricos e/ou aci-
dos organofosfénicos, de preferéncia, organofosfatos e/ou organofosfonatos,
sendo que R é selecionados a partir do grupos compreendendo Cqg a 2 al-
quila nao ramificada, de preferéncia, selecionado a partir do grupo compre-
endendo Ci, a Cyg alquila ndo ramificada, de preferéncia, selecionado a par-
tir do grupo consistindo em acido dodecilfosférico, dodecilfosfato, octadecil-
fosfonato e/ou acido octadecilfosfénico.

E dada preferéncia a acidos organofosféricos ou organofosfatos,
que podem ser aplicados por meio de sais soluveis em agua, a partir de uma
solugao aquosa, a guia e onda de filme fino.

Em concretizagdes preferidas, os acidos organofosféricos e/ou
acidos organofosfonicos, de preferéncia organofosfatos, sao aplicados por
meio de uma monocamada a guia de onda de filme fino, em particular, um
biochip de campo evanescente, de preferéncia, um biochip de guia de onda
Optica planar.

A monocamada pode ser aplicada como uma camada de pro-
mogao de adesao, a camada opticamente transparente, feita de 6xidos. De
maneira vantajosa, acidos organofosféricos e/ou acidos organofosfénicos
podem interagir com elementos de reconhecimento, em particular com ele-
mentos de reconhecimento acoplados a proteinas de veiculo, e intensificar a
ligacao aos elementos de reconhecimento ao biochip.

Em uma forma preferida do aparelho, os acidos organofosféricos
e/ou acidos organofosfénicos, de preferéncia organofosfatos, sao aplicados
a guia de onda de filme fino, de preferéncia, a camada opticamente transpa-
rente feita de oxidos, por meio de uma camada de promog¢ao de adesao. A
camada de promoc¢ao de adesdo pode intensificar a ligagdo dos elementos
de reconhecimento a guia de onda de filme fino ou ao biochip.

E dada preferéncia & camada de promocdo de adesdo tendo
uma espessura de menos do que 200 nm, de preferéncia, de menos do que
20 nm.

A luz de excitagao é, de preferéncia, acoplada a camada (a) de
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guia de onda opticamente transparente por uso de uma ou mais estruturas
de grade. ‘

Tal estrutura de grade é, de preferéncia, uma grade de alivio
com qualquer perfil, por exemplo, com um perfil retangular, triangular ou se-
mi-circular, ou uma grade de fase ou grade de volume com uma modulagéo
periddica do indice de refragdo na camada (a) opticamente transparente es-
sencialmente planar. A estrutura de grade também pode ser uma grade di-
frativa com um periodo uniforme ou pode ser uma grade multidifrativa. A es-
trutura de grade pode ter uma periodicidade que varie no espag¢o de maneira
perpendicular ou paralela a dire¢do de propagac¢ao da luz de excitagdo aco-
plada a camada (a) de guia de onda opticamente transparente.

E dada preferéncia as estruturas de grade utilizaveis para aco-
plamento a luz de excitagdo tendo um periodo na faixa desde 200 nm a
1.000 nm, de preferéncia, na faixa de desde 200 nm a 400 nm. Além disso, é
dada preferéncia ao fator de transferéncia de modulagdo da grade estando
na faixa de desde 3 nm a 60 nm, de preferéncia, na faixa de desde 10 a 40
nm. E dada preferéncia a razao de fator de transferéncia de modulag¢ao para
a espessura da primeira camada (a) de guia de onda opticamente transpa-
rente sendo igual a ou menor do que 0,4. Igualmente, é dada preferéncia a
modulacgao do indice de refracao sendo pronunciada tanto na interface entre
a camada (a) e a camada (b) e na interface da camada (a) para o meio de
analise.

E dada preferéncia & camada (a) de guia de onda opticamente
transparente tendo uma espessura na faixa desde 40 nm a 1.000 nm, de
preferéncia, na faixa desde 40 nm a 300 nm, mais preferivelmente, na faixa
desde 80 nm a 200 nm. '

A diferenga de indices de refragao entre as camadas (a) e (b) é,
de preferéncia, = 0,2, de preferéncia, > 0,5, e mais preferivelmente, de 0,56.

A luz de excitacao tem um comprimento de onda, de preferéncia,
na faixa de desde 300 nm a 1.100 nm, de preferéncia, na faixa de desde 300
nm a 800 nm, mais preferivelmente, na faixa de desde 500 nm a 700 nm.

Luz de excitagao adequada pode ser acoplada por meio de uma
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estrutura de grade, a jusante da qual, na dire¢ao de propagacao da luz aco-
plada guiada para a camada (a), existe uma regiao nao modulada da cama-
da (a), que contém um conjunto de uma multiplicidade de areas de medicio,
sobre as quais as varias micotoxinas sdo detectadas. A jusante disso, na
direcdo de propagac¢éao da luz guiada, podem estar, de maneira vantajosa,
uma ou mais outras estruturas de grade com outro conjunto de areas de
medicdo a jusante delas. Alternativamente, as areas de medigdo de um con-
junto ou, ainda, de uma multiplicidade de conjuntos podem estar na regido
modulada da camada (a).

De preferéncia, na dire¢do de propagac¢ado da luz de excitagdo
acoplada, a jusante de cada conjunto de areas de medig¢ao é designada uma
estrutura para acoplamento externo da luz de excitagao, estrutura esta é es-
pecifica para o conjunto, sendo possivel para as estruturas serem formadas
de maneira especifica para conjuntos individuais de maneira perpendicular a
direcao de propagacao da luz de excitagcao acoplada ou, ainda, se estende-
rem através de toda a guia de onda de filme fino nesta dire¢do.

O aparelho pode ter um ndmero muito grande de campos de
medi¢ao individuais. Em concretiza¢gdes preferidas do aparelho, os compo-
nentes de ligagdo especificos e/ou por afinidade, como elemento de reco- -
nhecimento quimico ou bioquimico, sao aplicados por meio de até 100.000
campos ou pontos de medigado em uma disposicao bidimensional, com um
unico campo ou ponto de medigcao, tendo uma area, de preferéncia, na faixa
de desde 0,001 mm? a 6 mm?, de preferéncia, na faixa de desde 0,1 mm? a 1
mm?. E dada preferéncia a mais do que 10, de preferéncia, a mais do que 50
campos de medi¢do por centimetro quadrado sendo aplicados a guia de on-
da de filme fino ou ao biochip.

A invencao se refere adicionalmente a um kit para detec¢ao de
micotoxinas. O kit compreende pelo menos uma guia de onda de filme fino
compreendendo uma primeira camada (a) e guia de onda opticamente
transparente sobre o topo de uma segunda camada (b) opticamente transpa-
rente, com (b) tendo um indice de refragdo mais baixo do que (a), sobre cuja

guia de onda estdo imobilizados componentes de ligacao especificos e/ou
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por afinidade, como elemento de reconhecimento quimico ou bioquimico
para micotoxinas e/ou componente de ligacao de uma maneira espacialmen-
te separada.

O kit pode compreender, além disso, pelo menos um reagente
compreendendo, de preferéncia, componentes de ligagdo marcados. O kit
também pode compreender uma pluralidade de reagentes compreendendo,
de preferéncia, componentes de ligagdo marcados ou um reagente compre-
endo uma mistura de diferentes componentes de ligacao marcados. Além
disso, o kit pode compreender tampdes e/ou solventes necessarios a reali-
zagao da deteccdo conforme reivindicada em qualquer das reivindicacoes
anteriores. A invencao também pode fornecer o kit para compreender uma
unidade de deteccgao.

Os kits podem ser usados para a deteccao rapida de micotoxi-
nas.

Um exemplo, que serve para ilustrar a presente invencao, é da-
do abaixo.

Exemplo 1

Estabelecimento de uma curva padrao para a medigao de zeara-
lenona em um imunoensaio indiretamente competitivo sobre um biochip de
campo evanescente

Sete biochips (Unaxis, Liechtenstein), com dimensdes externas
de 1 cm x 2 cm, feito de vidro, no qual fora inscrita uma grade éptica com
uma profundidade de grade de 18 nm, e dotada com uma camada de -155
nm de pentdéxido de tantalo, foram revestidos com acido octadecilfosfénico
por imersao deles em uma solugao 500 uM de acido octadecilfosfénico em
n-heptano / isopropanol (9:1). Conjugados de zearalenona e albumina de
soro bovino (ZEA-ASB, razdo ZEA : ASB = 50:1, preparada por Biopure, Tul-
In, Austria) e moléculas de ASB marcadas com o corante DyLight 647 (Pier-
ce, Alemanha) (DyLight 647-ASB) foram aplicadas ao biochip com o auxilio
de um ponteador do tipo "Biochip Arrayer" (Perkin Elmer, Alemanha). As so-
lugcdes de aplicagdo de pontos continham DyLight 647-ASB em uma concen-
tracdo de 5 x 10 mg/mL em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,8 mM, Na,HPO, 10
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mM, KH2.PO4 1,8 mM, pH 7,4) contendo ASB a 0,1% e Tween 20 a 0,1%,
conjugado de ASB-ZEA 0,5 mg/mL em PBS contendo ASB a 0,1% e Tween
20 a 0,1%. Os pontos foram aplicados ao chip em novas linhas alternadas
de, em cada caso, 10 pontos de DyLight 647-ASB e pontos de conjugado de
ASB-ZEA, por meio de dois campos (conjuntos).

Os pontos foram incubados em elevada umidade (40%) durante
uma noite e os biochips foram, entao, tratados com uma solugao de ASB de
3% de forca em PBS, durante 4 horas. Camaras de medigdo foram aplicadas
ao chip, de uma maneira tal que dois conjuntos, com camaras de reagdo
separadas, forma formados em cada chip. Solu¢gdes aquosas de zearaleno-
na, em varias concentragdes, na faixa de desde 0 pg/L a 31 pg/L, foram pre-
paradas e adicionadas sob mistura com um anticorpo antizearalenona mo-
noclonal (Biotez, Berlim), marcado com DyLight 647, produzindo, assim, em
cada caso, uma solugao 1 nM de anticorpos.

As misturas de diferentes concentragdes foram introduzidas, em
cada caso, nas camaras de medigao, e os biochips foram medidos sem eta-
pas de tratamento adicionais em um leitor de fluorescéncia "Minifluo IV" (Ba-
yer Technology Services, Alemanha), dez minutos ou menos. As intensida-
des de fluorescéncia obtidas para cada ponto de zearalenona foram dividi-
das pela média das intensidades de fluorescéncia dos pontos de DyLight
647-ASB, acima e abaixo do ponto particular. Foram determinadas as mé-
dias das intensidades de fluorescéncia de todos os 40 pontos de um conjun-
to. As intensidades de fluorescéncia dependentes da concentragdo obtidas
foram ajustadas por um ajuste sigmoidal com o auxilio do programa de com-
putador Origin 7G (Origin Lab Corporation, EUA).

Constatou-se que a avaliagdo da intensidade de fluorescéncia
das amostras permitiram que a concentracao de ZEA fosse quantificada em
uma faixa de desde 0,4 ppb a 4 ppb de zearalenona, correspondendo a 80%
e, respectivamente, 20% de intensidade de fluorescéncia maxima na curva
sigmoidal ajustada, correspondendo a uma faixa de desde 1 nM a 10 nM da
concentracao de ZEA usada na solugao.

Exemplo 2
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Estabelecimento de uma curva padrdao para a medicao de deoxinivalenol
(DON) e medicao de uma amostra de cereal de ragao animal contaminada

15 biochips (Unaxis, Liechtenstein), com dimensodes externas de
1 cm x 2 cm, feito de vidro, no qual fora inscrita uma grade 6ptica (profundi-
dade de grade de 18 nm), dotada com uma camada de pentéxido de tantalo
(155 nm), foram revestidos com acido octadecilfosfénico (por imersao deles
em uma solugdo de &cido octadecilfosfénico em n-heptano / isopropanol
(9:1)). Conjugados de deoxinivalenol e albumina de soro bovino (DON-ASB,
razio DON : ASB = 100:1, preparada por Biopure, Tulln, Austria) e 1gG de
cao (Rockland, EUA) foram aplicadas ao biochip com o auxilio de um ponte-
ador do tipo Nanoplotter (GeSiM, Alemanha). As solugbes de aplicagcdo de
pontos consistiam em IgG de cdo em uma concentragdo de 0,2 mg/mL em
PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,8 mM, Na;HPO4 10 mM, KH,PO,4 1,8 mM, pH 7,4)
contendo trealose, em conjugado de DON-ZEA em uma concentragcao de 1
mg/mL em PBS contendo trealose. Os pontos foram aplicados ao chip na
forma de duas linhas de, em cada caso, 12 pontos de IgG e uma linha de 12
pontos de conjugado de ASB-DON entremeados, por meio de dois campos
(conjuntos).

Os pontos foram incubados a 37°C durante 1 horas, e os bio-
chips foram, entdo, tratados com uma solugao de ASB em PBS durante até
4 horas. Camaras de medi¢do foram aplicados aos chips de uma maneira tal
que dois conjuntos de camaras de reag¢ao separadas foram formadas em
cada chip. 5 g de farinha de trigo ndo contaminada foram extraidos por agi-
tacao com uma solugao de metanol a 70% em agua (v/v) durante 5 minutos.
O extrato foi centrifugado e, entado, diluido com um tampao de citrato Tris
(pH 7,4) contendo ASB, caseina, p6 de leite em pé de baixo teor em gordu-
ra, Tween 20, polietileno glicol e sacarose, em uma razao de 1:4 (v/v, extrato
: tampéo). Solugdes de deoxinivalenol em varias concentracdes (15 a 150
pg/L) foram preparadas e adicionadas sob mistura com um anticorpo antide-
oxinivalenol monoclonal marcado com DylLight 647, e com um anticorpo anti-
IgG de cabra monoclonal, igualmente marcado com DyLight 647, produzin-

do, assim, em cada caso, uma solu¢gdo 1 nM de anticorpos.
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As solugdes de diferentes concentragdes foram, em cada caso,
introduzidas nas camaras de medicdo e os biochips foram medidos, sem
etapas de tratamento adicionais, em um leitor de fluorescéncia "Minifluo V"
(Bayer Technology Services, Alemanha), durante 10 minutos ou menos. As
intensidades de fluorescéncia obtidas para cada ponto de deoxinivalenol fo-
ram divididas pela média de intensidades de fluorescéncia do ponto de IgG
de céo acima e abaixo do ponto particular. As médias normalizadas das in-
tensidades de fluorescéncia de todos os 12 pontos de DON de um conjunto
foram determinados. As intensidades de fluorescéncia normalizadas, depen-
dentes da concentragéo, obtidas foram ajustada por um ajuste potencial com
0 auxilio de um programa de computador.

Similarmente ao processo de extragao ilustrado acima, 5 g de
uma amostra de refeicdo de cereal de ragao animal contaminado com DON
(Coring, Alemanha, 526 ppb de DON certificadas) foram extraidos, e o extra-
to foi diluido. A 300 pL do extrato diluido, foram adicionados um anticorpo
antideoxinivalenol monoclonal marcado com DyLight 647 e um anticorpo an-
ti-lgG de cdo de cabra monoclonal, igualmente marcado com DyLight 647,
de maneira tal que, em cada caso, foi produzida uma solugdo 1 nM de anti-
corpos. Em cada caso, foram introduzidos 100 pL da solugdo em uma cama-
ra de medigao, e os biochips foram medidos, sem etapas de tratamentos
adicionais, em um leitor de fluorescéncia "Minifluo IV" (Bayer Technology
Services, Alemanha) durante dez minutos ou menos. As intensidades de
fluorescéncia obtidas para cada ponto de deoxinivalenol foram divididas pela
média das intensidades de fluorescéncia do ponto de IgG de cdo acima e
abaixo do ponto particular. As médias normalizadas das intensidades de flu-

orescéncia de todos os 12 pontos de DON de um conjunto foram determina-

‘das. As intensidades de fluorescéncia obtidas foram convertidas com o auxi-

lio da curva padrao acima descrita para concentra¢gdes de DON na refeigéo
de cereal de ragao animal, resultando em uma média de 590 ppb sobre as

trés medicoes.
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REIVINDICACOES

1. Processo para a detecg¢édo rapida de micotoxinas, caracteriza-
do pelo fato de que compreende as etapas seguintes:

a) fornecimento de uma guia de onda de filme fino compreen-
dendo uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente transparente
no topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente, com (b) ten-
do um indice de refragao mais baixo do que (a), a cuja guia de onda séo i-
mobilizados componentes de ligagdo especificos e/ou por afinidade como
um elemento de reconhecimento quimico ou bioquimico para micotoxinas
e/ou um componente de ligagdo de uma maneira separada espacialmente,

b) aplicagdo de uma amostra contendo micotoxina(s) e compo-
nentes de ligagéo aos componentes de ligagao imobilizados sobre a guia de
onda de filme fino,

c) detecgao de um sinal no campo evanescente devido a intera-
¢ao dos componentes de ligagao imobilizado sobre a guia de onda de filme
fino com as micotoxinas a partir da amostra e/ou com os componentes de
ligagao,

d) determinagéo da quantidade de micotoxina(s) presente(s) na
amostra.

2. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
lo fato de que mono- ou multicamadas de acidos organofosféricos da seguin-
te férmula (1)

R-OPO3zH, (1)
e/ou de acidos organofosfénicos da seguinte férmula (ll)

R-PO3H> (m
e/ou de seus sais, sao aplicadas a guia de onda de filme fino, sendo que

R é um grupo C;p a C»4 alquila.

3. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracteriza-
do pelo fato de que sédo usados acidos organofosféricos, acidos organofos-
fénicos, organosfatos e/ou organofosfonatos, com R sendo secionado a par-
tir do grupo compreendendo Cy a Cy alquila ndo ramificada, de preferéncia,
selecionado a partir do grupo compreendendo Ci2 a Cig alquila nado
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ramificada, de preferéncia, acidos organofosforicos, acidos organofosfoni-
cos, organosfatos e/ou organofosfonatos selecionados a partir do grupo
compreendendo acido dodecilfosférico, dodecilfosfato, octadecilfosfonato
e/ou acido octadecilfosfénico.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 3, caracterizado pelo fato de que é usada uma guia de onda de filme fino
compreendendo uma camada (a) de guia de onda opticamente transparente
compreendendo 6xidos selecionados a partir do grupo compreendendo TiO,,
Zn0O, Nb2Os, Ta0s, HfO, e/ou ZrO,, de preferéncia, selecionados a partir do
grupo compreendendo TiO,, TaxOs e/ou Nb2Os.

5. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 4, caracterizado pelo fato de que os componentes de ligagao sao selecio-
nados a partir do grupo compreendendo anticorpos antimicotoxina, conjuga-
dos de antimicotoxina - anticorpo, micotoxinas, conjugados de micotoxina,
fragmentos de anticorpos antimicotoxina, peptideos de ligagdo a micotoxina,
anticalinas de ligagdao a micotoxina, aptameros de ligacdo a micotoxina, es-
pelhémeros de ligagdo a micotoxina e/ou polimeros impressos de ligagédo a
micotoxina, de preferéncia, selecionados a partir do grupo compreendendo
anticorpos antimicotoxina, conjugados antimicotoxina - anticorpo, micotoxi-
nas e/ou conjugados de micotoxina.

6. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 5, caracterizado pelo fato de que um elemento de marcag¢ao, de preferén-
cia, um fluoréforo, esta ligado a micotoxinas por meio de uma proteina, de
preferéncia, por meio de albumina de soro bovino.

7. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1
a 6, caracterizado pelo fato de que a amostra € um item alimenticio para se-
res humanos ou animais, de preferéncia, selecionado a partir do grupo com-
preendendo cereais, vinho, sucos, frutas e/ou produtos contendo cereais,
vinho, sucos e/ou frutas, ou um extrato dos itens alimenticios ou produtos
que tenham sido extraidos com um solvente ou mistura de solventes.

8. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1

a 7, caracterizado pelo fato de que a amostra é incubada com os componen-
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tes de ligagcédo imobilizados como elemento de reconhecimento quimico ou
bioquimico e/ou os componentes de ligacdao, menos do que 15 minutos, de
preferéncia, menos do que 10 minutos, antes da deteccao do sinal.

9. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 8, caracterizado pelo fato de que as micotoxinas sao selecionadas a partir
do grupo compreendendo aflatoxinas, ocratoxinas, alcaléides de cravagem
do centeio, patulina e/ou toxinas de fusarium, por exemplo, selecionadas a
partir do grupo compreendendo deoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, toxi-
na T-2 e/ou toxina HT-2 e/ou fumonisinas, de preferéncia, selecionadas a
partir do grupo compreendendo ocratoxina A, deoxinivalenol, nivalenol, zea-
ralenona, toxina T-2, toxina HT-2, fumonisina B1, fumonisina B2 e/ou fumo-
nisina B3.

10. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 9, caracterizado pelo fato de que micotoxinas sdo detectadas no extrato de
cereal mesmo na faixa de micotoxina desde 0,1 pM a 100 nM, de preferén-
cia, na faixa de micotoxina desde 1 pM a 1 nM.

11. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 10, caracterizado pelo fato de que a detecgao é realizada por meioc de um
imunoensaio, de preferéncia, um imunoensaio competitivo, especialmente de
preferéncia, um imunoensaio competitivo indireto.

12. Aparelho para a realizagdo do processo para a deteccgao ra-
pida de micotoxinas, caracterizado pelo fato de que o aparelho tem uma guia
de onde de filme fino compreendendo uma primeira camada (a) de guia de
onda opticamente transparente no topo de uma segunda camada (b) opti-
camente transparente, com (b) tendo um indice de refragao mais baixo do
que (a). '

13. Aparelho, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que a camada (b) opticamente transparente da guia de onda de
filme fino, compreendendo uma primeira camada (a) de guia de onda opti-
camente transparente no topo de uma segunda camada (b) opticamente
transparente, com (b) tendo um indice de refracdo mais baixo do que (a), é

feita de silicatos, tais como vidro ou quartzo ou de um plastico transparente,
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de preferéncia, selecionado a partir do grupo compreendendo policarbona-
tos, poliimidas, polimetacrilatos, poliestirenos, poliolefinas ciclicas e/ou copo-
limeros de poliolefinas ciclicas, de preferéncia, de poliolefinas ciclicas.

14. Aparelho, de acordo com é reivindicagcdo 12 ou 13, caracteri-
zado pelo fato de que a camada (a) de guia de onda opticamente transpa-
rente tem uma espessura na faixa de desde 40 nm a 1.000 nm, de preferén-
cia, na faixa de desde 40 nm a 300 nm, ainda mais preferivelmente, na faixa
de desde 80 nm a 200 nm.

15. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
12 a 14, caracterizado pelo fato de que a luz de excitagdo esta acoplada a
camada (a) de guia de onda opticamente transparente por uso um ou mais
estruturas de grade.

16. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
12 a 15, caracterizado pelo fato de que as estruturas de grade utilizaveis
para o acoplamento a luz de excitagao tém um periodo na faixa de desde
200 nm a 1.000 nm, de preferéncia, na faixa de desde 200 nm a 400 nm.

17. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
12 a 16, caracterizado pelo fato de que a grade tem um fator de transferén-
cia de modulagao na faixa de desde 3 nm a 60 nm, de preferéncia, na faixa
de desde 10 a 40 nm.

18. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
12 a 17, caracterizado pelo fato de que a luz de excitacdo tem um compri-
mento de onda na faixa de desde 300 nm a 1.100 nm, de preferéncia, na
faixa de desde 300 nm a 800 nm, ainda mais preferivelmente, na faixa de
desde 500 nm a 700 nm.

19. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
12 a 18, caracterizado pelo fato de que mono- ou multi-camadas de acidos
organofosféricos da seguinte férmula ()

R-OPOzH, (1)
e/ou de acidos organofosfénicos da seguinte formula (Il)

R-PO3H2 (1))

e/ou de seus sais, sdo aplicadas a guia de onda de filme fino, sendo que
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R é um grupo Cio a Co4 alquila.

20. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
12 a 19, caracterizado pelo fato de que os elementos de reconhecimento sao
aplicados por meio de até 100.000 campos de medigado em uma disposigao
bidimensional, com um campo de medi¢do unico tendo uma area, de prefe-
réncia, na faixa de desde 0,001 mm? a 6 mm?, de preferéncia, na faixa de
desde 0,1 mm?a 1 mm?2.

21. Aparelho, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
12 a 20, caracterizado pelo fato de que mais do que 10, de preferéncia, mais
do que 50 campos de medicdo por centimetro quadrado sao aplicados a
guia de onda de filme fino.

22. Kit para a deteccgao répida de micotoxinas, caracterizado pe-
lo fato de que o kit contém pelo menos uma guia de onda de filme fino com-
preendendo uma primeira camada (a) de guia de onda opticamente transpa-
rente no topo de uma segunda camada (b) opticamente transparente, com
(b) tendo um indice de refragao mais baixo do que (a), a cuja guia de onda
sao imobilizados componentes de ligagcao especificos e/ou por afinidade co-
mo um elemento de reconhecimento quimico ou bioquimico para micotoxi-
nas e/ou um componente de ligagcdo de uma maneira separada espacial-
mente.

23. Kit, de acordo com a reivindiCagéo 22, caracterizado pelo
fato de que ele compreende um reagente compreendendo, de preferéncia,
componentes de ligagao marcada de maneira fluorescente.

24. Aplicagao de um kit, como definido na reivindicagao 22 a 23,

caracterizada pelo fato de que é para a deteccao rapida de micotoxinas.



4 RESUMO
Patente de lnvengao "PROCESSO PARA DETECQAO RAPIDA DE MICO-
TOXINAS, APARELHO PARA A REALIZACAO DESTE, KIT PARA DE-
TECGAO RAPIDA DE MICOTOXINAS E APLICAGAO DO MESMO".

A mvengao refere-se a um aparelho € a um processo para a de-

teccao de mncotoxmas e a kits adequados | para a reallzagao do processo.
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