- volucao na Ciencia
e Engenharia de Materidis

Henrigue Ajuz Holzmann
(Orgaonizador)




- volucao na Ciencia
e Engenharia de Materidis

Henrigue Ajuz Holzmann
(Orgaonizador)




2020 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2020 Os autores
Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Karine de Lima
Edigcdo de Arte: Lorena Prestes
Revisao: Os Autores

Todo o conteldo deste livro esta licenciado sob uma Licenga de Atribuicdo Creative
BY Commons. Atribui¢ao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

0 conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade exclusiva
dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos
autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr® Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai € das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste
Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

| Atena

LEditora
Ano 2020




Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biolégicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr? Anelise Levay Murari — Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr? Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongcalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui
Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof® Dr® Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Msc. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Msc. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educacao Tecnol6gica Paula Souza
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional Paraiba
Prof. Msc. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof® Msc. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof. Msc. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Msc. Claldia de Araljo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof?® Msc. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

| Atena

Editora
Ano 2020




Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Msc. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Prof. Msc. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Msc. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof? Msc. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Msc. José Messias Ribeiro Janior - Instituto Federal de Educacao Tecnoldgica de Pernambuco
Prof. Msc. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Msc. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof® Msc. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof? Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Msc. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Msc. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Msc. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof? Msc. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Prof? Msc. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

Dados Internacionais de Cataloga¢ao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

E93 Evolugao na ciéncia e engenharia de materiais [recurso eletrénico] /
Organizador Henrique Ajuz Holzmann. — Ponta Grossa, PR:
Atena Editora, 2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-921-9

DOI 10.22533/at.ed.219201601

1. Engenharia de materiais — Pesquisa — Brasil. I. Holzmann,
Henrique Ajuz.
CDD 620.11

Elaborado por Mauricio Amormino Junior —- CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora
Ano 2020




APRESENTACAO

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

Destaca-se que a area de material compreende trés grandes grupos, a dos
metais, das ceramicas e dos polimeros, sendo que cada um deles tem sua importancia
na geracao 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 sdo explorados trabalhos tedéricos e praticos, relacionados as areas
de materiais, dando um panorama dos assuntos em pesquisa atualmente. Apresenta
capitulos relacionados ao desenvolvimento de novos materiais, com aplicagcbes nos
mais diversos ramos da ciéncia, bem como assuntos relacionados a melhoria em
processos e produtos ja existentes, buscando uma melhoria e a redug¢ao dos custos.

De abordagem obijetiva, a obra se mostra de grande relevancia para graduandos,
alunos de poOs-graduacao, docentes e profissionais, apresentando tematicas e
metodologias diversificadas, em situagdes reais.

Boa leitura!

Henrique Ajuz Holzmann
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RESUMO: Neste trabalho, desenvolvemos
um aptasensor eletroquimico para a detecgao
de ocratoxina A (OTA) em amostras de café
moido e torrado. Nanotubos de carbono
(CNT) mostram excelente empregabilidade
devido a sua biocompatibilidade e baixo
custo ao desenvolvimento de plataformas

Evolucéo na Ciéncia e Engenharia de Materiais

CAFE TORRADO

eletroquimicas. As nanoparticulas de Oxido de
zinco (ZnO) tém sido amplamente utilizadas
devido as suas propriedades fisico-quimicas,
alta capacidade oxidativa, baixo custo, alta
disponibilidade e baixa toxicidade. O biossensor
proposto consiste em uma camada de cisteina
auto-montada que se liga covalentemente a
nanotubos de carbono funcionalizados com
acido carboxilico e subsequentemente ZnO e
aptameros. Como resultado, foram encontrados
um limite de deteccéo 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 analitico
do biossensor fornece um
montagem simples que pode ser usado para
monitorar o OTA.

PALAVRAS-CHAVE: aptasensor; ocratoxina
A; nanotubo de carbono; 6xido de zinco.

instrumento de

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) € uma micotoxina produzida por fungos do género
Aspergillus e Penicillium, representa uma das micotoxinas mais prevalentes na
contaminagao dos produtos agricolas, causando riscos a saude (Nemeab,et al 2017;
Al-Anati et al,2006). Segundo a Organizacao Internacional do Café, diversos fatores
como transporte, umidade e temperatura inadequados sdo favoraveis ao crescimento
e proliferacdo de fungos da ocratoxina A (OTA) (Nemeab,et al 2017). Segundo a
Agéncia Internacional de Pesquisa do Céncer (IARC),OTA é classificada no grupo 2B
gue indica uma possivel agao carcinogénica para o ser humano, efeitos mutagénicos,
atividades teratogénicas e imunossupressoras (K oszegi et al,2016).0OTA foi detectada
em produtos essenciais para 0 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 Unidao Européia estabeleceu uma ingestdao semanal
toleravel de 120 ng de OTA por kg de peso corporal (Regulamento da Comisséo no
594/2012) (Dzuman et al, 2015). A presenca de OTA em altos niveis no café tem sido
observada em todo o mundo (K'oszegi et al, 2016; Dzuman et al, 2015; Jargensen et
al,2005). Assim, é importante desenvolver novos métodos de deteccao cada vez mais
precisos, rapidos e com menor custo, visando reduzir os impactos socioecondémicos que
um alimento mundial, como o café, causa se sua producéo for afetada. Os aptameros
séo uma excelente alternativa para o desenvolvimento de plataformas de sensores,
pois apresentam maior estabilidade em comparacao aos anticorpos (O’Sullivan,2002).
A modificacdo de uma superficie eletroquimica é essencial para a constru¢cao de um
biossensor. A associacao de moléculas e nanoestruturas tem sido comumente usada
para imobilizacdo de biomoléculas nos sensores eletroquimicos. Moléculas de cisteina
(Cys) associadas a nanoparticulas e nanotubos de carbono sao importantes para
garantir a eficiéncia dos processos de bio-reconhecimento. Nanotubos de carbono
(NTCs) sao amplamente utilizados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos
de alto desempenho devido a sua alta estabilidade quimica, condutividade elétrica e
resisténcia mecanica, além de rigidez extremamente alta (Asuri et al, 2007). O éxido
de zinco (ZnO) corresponde a uma nanoparticula de 6xido de metal com estabilidade
quimica e um grau significativo de seletividade para substancias toxicas (Patel et
al,2016). O ZnO é um tipo de semicondutor (3,37eV) com propriedades elétricas
significativas (60 meV) (Garcia-Moraleja et al,2015). Os biossensores representam
uma tendéncia futura na detec¢éo de micotoxinas em uma ampla variedade de matrizes
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alimentares (Puiu et al, 2014), devido ao seu potencial de incorporacdo em dispositivos
portateis. Para a deteccéo de OTA, a eletroquimica (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 aplicacdes, sendo considerada
a mais abundante, capazes de maiores sensibilidades de deteccao 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 ciclica
(VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). O sistema eletroquimico
proposto € de construcéo rapida e se destaca como um biossensor de monitoramento
altamente sensivel 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.

11 MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

Ferrocianeto de potassio e ferricianeto de potassio 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 multiplas, cisteina, aflatoxina
B1, ocratoxina A (OTA), (3-aminopropil) triethoxysilane (APTES), tolueno anidro, acido
nitrico e hidréxido de tetrametilamdnio (TMAQOH) foram adquiridos na Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA). A Industria Quimica Sakai fornece po6 ultrafino de ZnO. Os aptédmeros
OTA (OTAapt) foram adquiridos na Integrated DNA Technologies (EUA). A sequéncia
do aptamero foi R-5-GAT CGG GTG TGG GTG GCG TAAAGG GAG CAT CGG ACA-
3°

1.2 Medicoes eletroquimicas

As medicbes de EIE e VC foram realizadas em um potenciostato / galvanostato
PGSTAT 128N (Autolab, Eco Chemie, Paises Baixos). As medicdes 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 medicoes de EIE foram realizadas na faixa de frequéncia de 100
mHz a 100 kHz. A amplitude do potencial de onda senoidal aplicada foi de 10 mV
em relacdo ao eletrodo de referéncia Ag / AgCI. Os dados eletroquimicos 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 KCI foram utilizados como contra eletrodo e referéncia. As medicoes
eletroquimicas foram realizadas na solugcdo 10 mM de K4 [Fe (CN) 6] / K3 [Fe (CN) 6]
(1: 1) em solucao salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4).
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1.3 2.3 Modificacao de 4 ZnONPs

O APTES foi utilizado para a modificacédo do 6xido de zinco, como segue: 1,5
g de 6xido de zinco foram dispersos em 50 mL de agua destilada com pH ajustado
para 6,5 usando solucdo de HNO3 2M. A suspenséo foi agitada durante 1 h e depois
foi adicionado 1 mL de APTES. A solugdo obtida foi agitada por mais de 24 h, depois
o0 excesso de APTES foi removido por filtracdo e lavagem com alcool e acetona.
Finalmente, o pé6 foi seco a 60 ° C sob vacuo (Grasset et al, 2003).

1.4 Modificacao da superficie do eletrodo de ouro

Inicialmente, o eletrodo de ouro nu (BGE) foi polido com 0,05 um de pasta
a-Al2083, lavado por enxague e banho ultra-sénico em agua ultrapura por 15 min. O
processo de modificacdo do eletrodo modificado Cys_NTC_ZnO_Apt é mostrado na

Fig. 1.
v ' o — 5@ .
y @'{ "
Cystein MWCNT-COOH ZnO-APTES *
EDC:NHS EDCNHS

Toxin OTA

APTAMER
Glutaraldshyde

Figural. Representacdo esquematica da montage do Nanobiosensor.

Primeiro, uma solucdo de 15 mM de Cys (3 pL) foi descartada sobre o eletrodo
com tempo de incubacéo de 15 minutos a 25 ° C. O sistema Cys-CNT foi obtido por
queda de 2 pyL de uma solucéo aquosa contendo carboxil-CNT diluido em 1: 1 de um
EDC (0,4 M): NHS (0,1 M) no eletrodo modificado por cys e incubado por 30 min a
25 ° C. Posteriormente, nanoparticulas aminadas com ZnO (2 uL) foram adsorvidas
quimicamente por 20 min para obter o sistema Cys-NTC-ZnONPs. Posteriormente,
uma mistura (3 pyL) composta por EDC (0,4 M), aptamero e NHS (0,1 M) foi adicionada
a plataforma anterior durante 40 min. Finalmente, os locais ndo especificos foram
bloqueados com 1pL de uma solugdo de BSA a 10% p / v incubada por 5 min. Ap6s
esse processo, o aptasensor foi testado em amostras OTA.
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1.5 Deteccao de OTA no café

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

2 | RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Caracterizacao eletroquimica

A analise voltamétrica do processo de montagem é mostrada na Fig.2a,
observamos que o sinal BGE mostra um voltamograma reversivel compativel com a
resposta da sonda redox. Foi observada uma diminuicdo na resposta amperométrica
apdés a modificacdo do eletrodo para obter o aptasensor. A camada cys resulta em
uma diminuicdo dos picos anddicos e catodicos. As moléculas cys tém grupos tiol
que interagem fortemente com o ouro por quimisor¢céo. A presenca da camada Cys
no eletrodo é essencial para o desenvolvimento de sensores nanoestruturados. O
sistema Cys-CNTs resulta em picos mais altos de oxidacéo e reduc¢ao do par redox
com respostas semelhantes a BGE. A adicdao de ZnONPs no eletrodo modificado por
Cys-CNTs resultou em uma diminuicao na resposta amperométrica. Uma reducéo
acentuada nos sinais de picos atuais (Fig. 2a) foi obtida ap6s a imobilizacdo do
aptamero na plataforma nanoestruturada Cys-CNTs-ZnONPs. A extensao da adsorgcéao
pode ser expressa em um desvio percentual relativo (RPD), | (%) = [(1 / Ib-1 / 1a)] /
(1 /1b) (1), onde Ib e la correspondem ao pico de corrente anddica antes e apds o
processo de hibridagéo, respectivamente.
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Figura 2. Voltamogramas ciclicos (a) e gréaficos de Nyquist (b) para cada etapa na montagem do
aptasensor. Insergéo: Circuito equivalente usado para ajustar os resultados da impedancia.
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Resultados de RPD para eletrodo modificado Cys-CNTs-ZnONPs-Apt antes e

apos a reacao com diferentes concentragdes de OTA sao mostrados na Tabelal.

Tabela 1. Deslocamento anédico amperométrico do aptasensor antes e ap6s hibridagdo com
ocratoxina A.

Sample* OTA target Before After Al (%)
[pguL’] (UTb pd)

Sensor system - 0.097 -
Sensor system-OTA target 1 0.168 7130
Sensor system-OTA target 25 0170 7236
Sensor system-OTA target 50 0.182 79.99
Sensor system-OTA target 75 0.150 89.04
Sensor system-OTA target 100 0.197 101.05

*Sensor system = Cys-NTCs-ZnONPs-Apt

Valores dos circuitos equivalents para o resultado de impedancia.

Observamos uma reducao dos sinais de oxidacao / reducdo do sensor apos
a exposicdo a amostras de OTA, incluindo a separagdo dos picos do anodo e do

catodo. Apesar do comportamento quase reversivel observado, os resultados obtidos

sugerem que a desaceleracéo da taxa de transferéncia de pares redox é principalmente

operada pela quantidade de revestimento da superficie. Os dados do EIS foram

ajustados com um circuito elétrico equivalente a Randles (Fig. 2b). O circuito inclui a
resisténcia 6hmica da sonda redox (Rs), a impedancia de Warburg (W) causada pela
difusdo de ions eletrélitos por massa na interface do eletrodo, um elemento de fase
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constante (CPE) e resisténcia a transferéncia 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 didmetro do semicirculo de
Nyquist proporcional ao Rct, exceto os CNTs. A resposta impedimétrica da BGE esta
relacionada principalmente a processos de difusao (Rct ~ 0,077 kQ). ApGs a obtencéo
do sistema nanoestruturado Cys-NTCs-ZnONPs-Apt, foi observado um aumento na
resposta impedimétrica (Rct = 0, 13 kQQ) devido a um efeito de camada de protecéo,
evitando a transferéncia da sonda eletroquimica. Uma camada de bloqueio adicional
foi observada ap6s o contato com amostras de OTA, diminuindo o fluxo da sonda
redox.

2.2 Otimizacao de condicoes experimentais para deteccao de OTA

Para avaliar a reprodutibilidade e o desvio experimental padréo (S.D.), os dados
apresentados em trés repeticbes. Observamos um aumento gradual na resisténcia do
Rct de 0, 13 kQ (1 pg.mL") para 0,509 kQ (100 pg.mL™"). As respostas voltamétricas e
impedimétricas do aptasensor contra OTA (1, 25, 50, 75 e 100 pg.mL™") sdo mostradas

na Figura 3.
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Figura 3. Voltamogramas ciclicos (a) e gréaficos de Nyquist (b) do aptasensor ap6s exposi¢cao
a diferentes concentragdes de OTA (1.0, 25.0, 50.0, 75.0 e 100.0 pg.uL-1): (m) 1.0pg.mL-1 ; (m)
25,0 pg.mL-1; (m) 50,0 pg.mL-1;(m) 75,0 pg.mL-1; (=) 100,0 pg.mL-1.

Os pontos dispersos representam os resultados experimentais enquanto as linhas
pretas soélidas correspondem as curvas de ajuste de o circuito equivalente. A analise
de circuito equivalente € mostrada na Tabela 2, o Rct € o pardmetro mais sensivel
e, portanto, € conveniente avaliar a interacdo do sensor com a toxina em relagao a
variacao relativa de Rct, definida: %ARct=|( [Rct] _(B-AFB1)- [Ret] _B)/ [Ret] B Ix 100 ,(2) RctB e
RctB-OTA correspondem a resposta do biossensor antes e depois da interagdo com o
OTA, respectivamente. A relacéo entre ARct% e concentracédo de OTA é mostrada na




Fig. 4a. A cobertura da superficie alvo (0 ), associada ao preenchimento dos locais de
reconhecimento, pode ser calculada por: 6 = 1-RB / RC (3), onde RB é a resisténcia
de transferéncia de carga para o sistema Cys-NTCs-ZnONPs-Apt e RC € a resisténcia
de transferéncia de carga obtida ap6s o reconhecimento de diferentes concentracbes
de OTA. A Fig. 4b mostra um grafico de q em funcéo da concentracdo de OTA. O
valor aumenta com o0 aumento da concentragao é encontrado em 0, 70 (70%) das 100

pg.mL-1.
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Figura 4. Transferéncia de carga relativa (Rct%) do aptasensor (a) e revestimento de superficie
(b) para o aptasensor em relagdo as concentragdes 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 aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e
Patulina como amostras negativas. Essas micotoxinas tém em comum propriedades
cancerigenas, lesbes nos 6rgdos e induzem supressdo no sistema imunologico
(K'oszegi et al,2016). Nenhuma resposta significativa foi observada apés as interagdes
das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e Patulina na concentracéo de 25 pg.mL™ (Tabela 2).
E importante notar que essas toxinas n&o interferem na capacidade do sistema de
detectar OTA.
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Modified electrode 0TA Rer(k2)  Q(uF) N

Coffee
target
[pg.ul]
Bare gold electrode - 007021 395=001 034=001
Cys NTC ZnO Apt - 0132030 468=001 062=001
Sensor system-OTA target 1 0.146=014 281001 0632002
Sensor system-OTA target 25 0155=015 285:002 0.78=0.02
Sensor system-OTA target 30 0174=020 468=004 0.60=030
Sensor system-OTA target 1 0202030 6.350=001 0.74=0.02
Sensor system-OTA target 100 0220=020 757=001 0.80=0.04
Sensor system-Coffee OTA target 1 0420=040 4812002 067002
Sensor system-Coffee OTA target 2 0422=015 486=002 0.79=001
Sensor system-Coffee OTA target 50 0440=020 3528=004 0.80=034
Sensor system-Coffee OTA target 75 0465030 558003 084=038
Sensor system-Coffee OTA target 100 0509=052 651001 090=0.04
Aptasensor system-non complementary 23 0522002 1392020 046=0.03
Patulin
Aptasensor system-non complementary 25 028042 296=025 0422005
Mix aflatoxin(B1 B2.G1,G2)
Aptasensor system-non complementary 25 0212003 2272015 0392025
Aflatoxin Bl

Tabela 2. Valores dos elementos de circuito equivalentes dos resultados da impedancia
ajustada.

Sensor system = Cys_NTC_ZnO_Apt

*Valores dos elementos dos circuitos equivalente para o fitting de impedancia

2.4 Deteccao de OTA em amostras de café torrado

Testes foram realizados para validar a plataforma proposta para a deteccao de
OTA em amostras de café torrado. Segundo a UE, o limite toleravel 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 padrdo (inferior a 1%),
indicando a validagao do sensor desenvolvido. Os resultados analiticos (Rct%) para o
reconhecimento da OTA em amostras de café torrado sdo apresentados na Fig. 5. O
sistema desenvolvido é simples, rapido e de baixo custo; os transdutores baseados no
Aptamer-CNT séo relativamente faceis e rapidos de construir.
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Figura 5. Avaliagcéo eletroquimica do café. Voltametria ciclica (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 transferéncia de carga
relativa (Rct%) em diferentes concentracdes de OTA no café (b).

A estratégia impedimétrica apresentada associada aos nanotubos de carbono
permitiu uma avaliacéo especifica sem rétulo quimico. Nossos resultados indicam que
0 ensaio aptamero pode ser aplicado como um método analitico para deteccéao de
OTA em amostras de café torrado.
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