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APRESENTAÇÃO

A engenharia de materiais, se tornou um dos grandes pilares da revolução 
técnica industrial, devido a necessidade de desenvolvimento de novos materiais, 
que apresentem melhores características e propriedades físico-químicas. Grandes 
empresas e centros de pesquisa investem maciçamente em setores de P&D a fim de 
tornarem seus produtos e suas tecnologias mais competitivas.

Destaca-se que a área de material compreende três grandes grupos, a dos 
metais, das cerâmicas e dos polímeros, sendo que cada um deles tem sua importância 
na geração de tecnologia e no desenvolvimento dos produtos. Aliar os conhecimentos 
pré-existentes com novas tecnologias é um dos grandes desafios da nova engenharia.

Neste livro são explorados trabalhos teóricos e práticos, relacionados as áreas 
de materiais, dando um panorama dos assuntos em pesquisa atualmente. Apresenta 
capítulos relacionados ao desenvolvimento de novos materiais, com aplicações nos 
mais diversos ramos da ciência, bem como assuntos relacionados a melhoria em 
processos e produtos já existentes, buscando uma melhoria e a redução dos custos.

De abordagem objetiva, a obra se mostra de grande relevância para graduandos, 
alunos de pós-graduação, docentes e profissionais, apresentando temáticas e 
metodologias diversificadas, em situações reais.

Boa leitura!

Henrique Ajuz Holzmann
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CAPÍTULO 5

NANOBIOSENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM 
APTAMERO PARA DETECÇÃO DE OCRATOXINA A EM 

CAFÉ TORRADO
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RESUMO: Neste trabalho, desenvolvemos 
um aptasensor eletroquímico para a detecção 
de ocratoxina A (OTA) em amostras de café 
moído e torrado. Nanotubos de carbono 
(CNT) mostram excelente empregabilidade 
devido à sua biocompatibilidade e baixo 
custo ao desenvolvimento de plataformas 

eletroquímicas. As nanopartículas de óxido de 
zinco (ZnO) têm sido amplamente utilizadas 
devido às suas propriedades físico-químicas, 
alta capacidade oxidativa, baixo custo, alta 
disponibilidade e baixa toxicidade. O biossensor 
proposto consiste em uma camada de cisteína 
auto-montada que se liga covalentemente a 
nanotubos de carbono funcionalizados com 
ácido carboxílico e subsequentemente ZnO e 
aptâmeros. Como resultado, foram encontrados 
um limite de detecção reduzido (LOD) de 0,5 
pg mL-1 e um intervalo linear de 1,0 pg mL-1 
a 100 pg mL-1. O bom desempenho analítico 
do biossensor fornece um instrumento de 
montagem simples que pode ser usado para 
monitorar o OTA.
PALAVRAS-CHAVE: aptasensor; ocratoxina 
A; nanotubo de carbono; óxido de zinco.

APTAMER-BASED ELECTROCHEMICAL 
NANOBIOSENSOR FOR DETECTING 

OCHRATOXIN A IN ROASTED COFFEE

ABSTRACT: In this work, we developed an 
electrochemical aptasensor for detecting 
ochratoxin A (OTA) in ground and roasted 
coffee samples. Carbon nanotubes (CNT) 
show excellent employability due to their 
biocompatibility and low cost to the development 
of electrochemistry platforms. Zinc oxide 
nanoparticles (ZnO) have been extensively used 
due to their physicochemical properties, high 
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oxidative capacity, low cost, high availability and low toxicity. The proposed biosensor 
consists of a self-assembled cysteine layer covalently bonding to carboxylic acid-
functionalized carbon nanotubes and subsequently ZnO and aptamers. As a result, 
a reduced detection limit (LOD) of 0.5 pg mL-1 and a linear range of 1.0 pg mL-1 to 
100 pg mL-1 were found. The good analytical performance of the biosensor provides a 
simple assembly instrument that can be used for monitoring of the OTA.
KEYWORDS: aptasensor; ochratoxin A; carbon nanotube; zinc oxide.

A Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por fungos do gênero 
Aspergillus e Penicillium, representa uma das micotoxinas mais prevalentes na 
contaminação dos produtos agrícolas, causando riscos à saúde (Nemeab,et al 2017; 
Al-Anati et al,2006). Segundo a Organização Internacional do Café, diversos fatores 
como transporte, umidade e temperatura inadequados são favoráveis ao crescimento 
e proliferação de fungos da ocratoxina A (OTA) (Nemeab,et al 2017). Segundo a 
Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC),OTA é classificada no grupo 2B 
que indica uma possível ação carcinogênica para o ser humano, efeitos mutagênicos, 
atividades teratogênicas e imunossupressoras (K´oszegi et al,2016).OTA foi detectada 
em produtos essenciais para o consumo humano: como uva, café, aveia, trigo, milho, 
arroz, cevada, cacau, entre outros (K´oszegi et al,2016; Benites et al,2017; Lee et 
al,2015; Cappozzo et al,2017). A União Européia estabeleceu uma ingestão semanal 
tolerável de 120 ng de OTA por kg de peso corporal (Regulamento da Comissão no 
594/2012) (Dzuman et al, 2015). A presença de OTA em altos níveis no café tem sido 
observada em todo o mundo (K´oszegi et al, 2016; Dzuman et al, 2015; Jørgensen et 
al,2005). Assim, é importante desenvolver novos métodos de detecção cada vez mais 
precisos, rápidos e com menor custo, visando reduzir os impactos socioeconômicos que 
um alimento mundial, como o café, causa se sua produção for afetada. Os aptâmeros 
são uma excelente alternativa para o desenvolvimento de plataformas de sensores, 
pois apresentam maior estabilidade em comparação aos anticorpos (O’Sullivan,2002). 
A modificação de uma superfície eletroquímica é essencial para a construção de um 
biossensor. A associação de moléculas e nanoestruturas tem sido comumente usada 
para imobilização de biomoléculas nos sensores eletroquímicos. Moléculas de cisteína 
(Cys) associadas a nanopartículas e nanotubos de carbono são importantes para 
garantir a eficiência dos processos de bio-reconhecimento. Nanotubos de carbono 
(NTCs) são amplamente utilizados no desenvolvimento de sensores eletroquímicos 
de alto desempenho devido à sua alta estabilidade química, condutividade elétrica e 
resistência mecânica, além de rigidez extremamente alta (Asuri et al, 2007). O óxido 
de zinco (ZnO) corresponde a uma nanopartícula de óxido de metal com estabilidade 
química e um grau significativo de seletividade para substâncias tóxicas (Patel et 
al,2016). O ZnO é um tipo de semicondutor (3,37eV) com propriedades elétricas 
significativas (60 meV) (García-Moraleja et al,2015). Os biossensores representam 
uma tendência futura na detecção de micotoxinas em uma ampla variedade de matrizes 
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alimentares (Puiu et al, 2014), devido ao seu potencial de incorporação em dispositivos 
portáteis. Para a detecção de OTA, a eletroquímica (Prieto-Simon et al; Heurich et al, 
2011; Vidal et al, 2012; Yang et al, 2015; Bonel et al, 2010; Alonso-Lomillo et al, 2010),é 
considerada uma das técnicas mais apropriadas para aplicações, sendo considerada 
a mais abundante, capazes de maiores sensibilidades de detecção de baixo custo e, 
principalmente, viabilizando o uso de eletrodos quimicamente modificados (Pereira 
et al,2002). Nossa estratégia para detectar OTA é baseada em voltametria cíclica 
(VC) e espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE). O sistema eletroquímico 
proposto é de construção rápida e se destaca como um biossensor de monitoramento 
altamente sensível para OTA. O biodispositivo pode ser usado para monitorar a 
qualidade do café e ajudar os agricultores a aumentar o rendimento dos métodos 
atuais de armazenamento. 

1 |  MATERIAIS E MÉTODOS

1.1 Materiais

Ferrocianeto de potássio e ferricianeto de potássio K4 [Fe (CN) 6] / K3 [Fe (CN) 
6] foram obtidos da VETEC (Brasil). 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida 
(EDC), N-hidroxissuccinimida (NHS), CNT de paredes múltiplas, cisteína, aflatoxina 
B1, ocratoxina A (OTA), (3-aminopropil) triethoxysilane (APTES), tolueno anidro, ácido 
nítrico e hidróxido de tetrametilamônio (TMAOH) foram adquiridos na Sigma-Aldrich 
(St. Louis, EUA). A Indústria Química Sakai fornece pó ultrafino de ZnO. Os aptâmeros 
OTA (OTAapt)  foram adquiridos na Integrated DNA Technologies (EUA). A sequência 
do aptâmero foi R-5’-GAT CGG GTG TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT CGG ACA-
3 ‘. 

1.2 Medições eletroquímicas

As medições de EIE e VC foram realizadas em um potenciostato / galvanostato 
PGSTAT 128N (Autolab, Eco Chemie, Países Baixos). As medições de VC foram 
realizadas a uma taxa de varredura de 50 mV.s-1 com uma faixa de varredura potencial 
de -0,2 a 0,7 V. As medições de EIE foram realizadas na faixa de frequência de 100 
mHz a 100 kHz. A amplitude do potencial de onda senoidal aplicada foi de 10 mV 
em relação ao eletrodo de referência Ag / AgCl. Os dados eletroquímicos e o ajuste 
foram obtidos usando o software NOVA (Autolab, Eco Chemie, Holanda). O eletrodo 
de ouro modificado foi utilizado como eletrodo de trabalho, fio de platina e Ag / AgCl 
saturado com KCl foram utilizados como contra eletrodo e referência. As medições 
eletroquímicas foram realizadas na solução 10 mM de K4 [Fe (CN) 6] / K3 [Fe (CN) 6] 
(1: 1) em solução salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4 ).
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1.3 2.3 Modifi cação de 4 ZnONPs

O APTES foi utilizado para a modifi cação do óxido de zinco, como segue: 1,5 
g de óxido de zinco foram dispersos em 50 mL de água destilada com pH ajustado 
para 6,5 usando solução de HNO3 2M. A suspensão foi agitada durante 1 h e depois 
foi adicionado 1 mL de APTES. A solução obtida foi agitada por mais de 24 h, depois 
o excesso de APTES foi removido por fi ltração e lavagem com álcool e acetona. 
Finalmente, o pó foi seco a 60 ° C sob vácuo (Grasset et al, 2003).

1.4 Modifi cação da superfície do eletrodo de ouro

Inicialmente, o eletrodo de ouro nu (BGE) foi polido com 0,05 μm de pasta 
α-Al2O3, lavado por enxágue e banho ultra-sônico em água ultrapura por 15 min. O 
processo de modifi cação do eletrodo modifi cado Cys_NTC_ZnO_Apt é mostrado na 
Fig. 1. 

Figura1. Representação esquematica da montage do Nanobiosensor.

Primeiro, uma solução de 15 mM de Cys (3 µL) foi  descartada sobre o eletrodo 
com tempo de incubação de 15 minutos a 25 ° C. O sistema Cys-CNT foi obtido por 
queda de 2 µL de uma solução aquosa contendo carboxil-CNT diluído em 1: 1 de um 
EDC (0,4 M): NHS (0,1 M) no eletrodo modifi cado por cys e incubado por 30 min a 
25 ° C. Posteriormente, nanopartículas aminadas com ZnO (2 uL) foram adsorvidas 
quimicamente por 20 min para obter o sistema Cys-NTC-ZnONPs. Posteriormente, 
uma mistura (3 µL) composta por EDC (0,4 M), aptâmero e NHS (0,1 M) foi adicionada 
à plataforma anterior durante 40 min. Finalmente, os locais não específi cos  foram 
bloqueados com 1μL de uma solução de BSA a 10% p / v incubada por 5 min. Após 
esse processo, o aptasensor foi testado em amostras OTA.
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1.5 Detecção de OTA no café

A capacidade de biossensibilidade do eletrodo modificado Cys-CNT-ZnONPs-Apt 
foi avaliada por 2 μL de soluções padrão ajustadas em diferentes concentrações de 
OTA [1, 25, 50, 75 e 100 pg mL-1]. O aptasensor foi testado contra amostras de café 
moído moído de 2 μL contendo OTA [1, 25, 50, 75 e 100 pg mL-1]. OTA foi extraído 
das amostras de café com processo de methanol (Geremew et al, 2016), seguido de 
esclarecimento pelo processo de centrifugação. Posteriormente, o sobrenadante foi 
coletado e evaporado (Haskard et al,2000).

2 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

2.1 Caracterização eletroquímica

A análise voltamétrica do processo de montagem é mostrada na Fig.2a, 
observamos que o sinal BGE mostra um voltamograma reversível compatível com a 
resposta da sonda redox. Foi observada uma diminuição na resposta amperométrica 
após a modificação do eletrodo para obter o aptasensor. A camada cys resulta em 
uma diminuição dos picos anódicos e catódicos. As moléculas cys têm grupos tiol 
que interagem fortemente com o ouro por quimisorção. A presença da camada Cys 
no eletrodo é essencial para o desenvolvimento de sensores nanoestruturados. O 
sistema Cys-CNTs resulta em picos mais altos de oxidação e redução do par redox 
com respostas semelhantes à BGE. A adição de ZnONPs no eletrodo modificado por 
Cys-CNTs resultou em uma diminuição na resposta amperométrica. Uma redução 
acentuada nos sinais de picos atuais (Fig. 2a) foi obtida após a imobilização do 
aptâmero na plataforma nanoestruturada Cys-CNTs-ZnONPs. A extensão da adsorção 
pode ser expressa em um desvio percentual relativo (RPD), I (%) = [(1 / Ib-1 / Ia)] / 
(1 / Ib) (1), onde Ib e Ia correspondem ao pico de corrente anódica antes e após o 
processo de hibridação, respectivamente.
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Figura 2. Voltamogramas cíclicos (a) e gráfi cos de Nyquist (b) para cada etapa na montagem do 
aptasensor. Inserção: Circuito equivalente usado para ajustar os resultados da impedância.

Resultados de RPD para eletrodo modifi cado Cys-CNTs-ZnONPs-Apt antes e 
após a reação com diferentes concentrações de OTA são mostrados na Tabela1. 

Tabela 1. Deslocamento anódico amperométrico do aptasensor antes e após hibridação com 
ocratoxina A.

Valores dos circuitos equivalents para o resultado de impedância.

Observamos uma redução dos sinais de oxidação / redução do sensor após 
a exposição a amostras de OTA, incluindo a separação dos picos do ânodo e do 
cátodo. Apesar do comportamento quase reversível observado, os resultados obtidos 
sugerem que a desaceleração da taxa de transferência de pares redox é principalmente 
operada pela quantidade de revestimento da superfície. Os dados do EIS foram 
ajustados com um circuito elétrico equivalente a Randles (Fig. 2b). O circuito inclui a 
resistência ôhmica da sonda redox (Rs), a impedância de Warburg (W) causada pela 
difusão de íons eletrólitos por massa na interface do eletrodo, um elemento de fase 
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constante (CPE) e resistência à transferência de carga (Rct). A resposta impedimétrica 
do sistema sensor foi avaliada com base nas plotagens de Nyquist. Observamos em 
cada etapa da montagem do aptasensor um aumento no diâmetro do semicírculo de 
Nyquist proporcional ao Rct, exceto os CNTs. A resposta impedimétrica da BGE está 
relacionada principalmente a processos de difusão (Rct ~ 0,077 kΩ). Após a obtenção 
do sistema nanoestruturado Cys-NTCs-ZnONPs-Apt, foi observado um aumento na 
resposta impedimétrica (Rct = 0, 13 kΩ) devido a um efeito de camada de proteção, 
evitando a transferência da sonda eletroquímica. Uma camada de bloqueio adicional 
foi observada após o contato com amostras de OTA, diminuindo o fl uxo da sonda 
redox. 

2.2 Otimização de condições experimentais para detecção de OTA

Para avaliar a reprodutibilidade e o desvio experimental padrão (S.D.), os dados 
apresentados em três repetições. Observamos um aumento gradual na resistência do 
Rct de 0, 13 kΩ (1 pg.mL-1) para 0,509 kΩ (100 pg.mL-1). As respostas voltamétricas e 
impedimétricas do aptasensor contra OTA (1, 25, 50, 75 e 100 pg.mL-1) são mostradas 
na Figura 3. 

Figura 3. Voltamogramas cíclicos (a) e gráfi cos de Nyquist (b) do aptasensor após exposição 
a diferentes concentrações de OTA (1.0, 25.0, 50.0, 75.0 e 100.0 pg.uL-1): ( ) 1.0pg.mL-1 ; ( ) 

25,0 pg.mL-1; ( ) 50,0 pg.mL-1;( ) 75,0 pg.mL-1; ( ) 100,0 pg.mL-1.

Os pontos dispersos representam os resultados experimentais enquanto as linhas 
pretas sólidas correspondem às curvas de ajuste de o circuito equivalente. A análise 
de circuito equivalente é mostrada na Tabela 2, o Rct é o parâmetro mais sensível 
e, portanto, é conveniente avaliar a interação do sensor com a toxina em relação à 
variação relativa de Rct, defi nida:  RctB e 
RctB-OTA correspondem à resposta do biossensor antes e depois da interação com o 
OTA, respectivamente. A relação entre ΔRct% e concentração de OTA é mostrada na 
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Fig. 4a. A cobertura da superfície alvo (θ ), associada ao preenchimento dos locais de 
reconhecimento, pode ser calculada por: θ = 1-RB / RC (3), onde RB é a resistência 
de transferência de carga para o sistema Cys-NTCs-ZnONPs-Apt e RC é a resistência 
de transferência de carga obtida após o reconhecimento de diferentes concentrações 
de OTA. A Fig. 4b mostra um gráfi co de q em função da concentração de OTA. O 
valor aumenta com o aumento da concentração é encontrado em 0, 70 (70%) das 100 
pg.mL-1.

Figura 4. Transferência de carga relativa (Rct%) do aptasensor (a) e revestimento de superfície 
(b)  para o aptasensor em relação às concentrações de OTA.

2.3 Seletividade do sensor

A seletividade foi avaliada testando o sensor em amostras de café torrado 
contaminadas com OTA para amostras positivas e afl atoxinas B1, B2, G1, G2 e 
Patulina como amostras negativas. Essas micotoxinas têm em comum propriedades 
cancerígenas, lesões nos órgãos e induzem supressão no sistema imunológico 
(K´oszegi et al,2016). Nenhuma resposta signifi cativa foi observada após as interações 
das afl atoxinas B1, B2, G1, G2 e Patulina na concentração de 25 pg.mL-1 (Tabela 2). 
É importante notar que essas toxinas não interferem na capacidade do sistema de 
detectar OTA.
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Tabela 2. Valores dos elementos de circuito equivalentes dos resultados da impedância 
ajustada.

Sensor system = Cys_NTC_ZnO_Apt

*Valores dos elementos dos circuitos equivalente para o fi tting de impedância

2.4 Detecção de OTA em amostras de café torrado

Testes foram realizados para validar a plataforma proposta para a detecção de 
OTA em amostras de café torrado. Segundo a UE, o limite tolerável é de 120 ng OTA 
por kg de peso corporal ingerido por semana (Villamizar-gallardo et al, 2017).

Os valores obtidos apresentam valores de desvio padrão (inferior a 1%), 
indicando a validação do sensor desenvolvido. Os resultados analíticos (Rct%) para o 
reconhecimento da OTA em amostras de café torrado são apresentados na Fig. 5. O 
sistema desenvolvido é simples, rápido e de baixo custo; os transdutores baseados no 
Aptamer-CNT são relativamente fáceis e rápidos de construir. 
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Figura 5. Avaliação eletroquímica do café. Voltametria cíclica (a): (̶) aptasensor; (̶) 1,0pg.mL-1; 
(̶) 25,0 pg.mL-1; (̶) 50,0 pg.mL-1; (̶) 75,0 pg.mL-1; (̶) 100,0 pg.mL-1 e transferência de carga 

relativa (Rct%) em diferentes concentrações de OTA no café (b).

A estratégia impedimétrica apresentada associada aos nanotubos de carbono 
permitiu uma avaliação específi ca sem rótulo químico. Nossos resultados indicam que 
o ensaio aptâmero pode ser aplicado como um método analítico para detecção de 
OTA em amostras de café torrado.
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