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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 8

PLATAFORMA NANOSTRUTURADA BASEADA EM 
APTÂMERO PARA DETECÇÃO DE OCRATOXINA A
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RESUMO: A ocratoxina A (OTA), uma 
micotoxina produzida principalmente por fungos 
pertencentes a dois gêneros (Aspergillus e 
Penicillium), ocorre em uma ampla variedade 

de alimentos e bebidas, incluindo café, cacau, 
cerveja, vinho, suco de uva e frutas secas. A 
Agência Internacional para Pesquisa do Câncer 
(IARC) classificou a OTA como um possível 
agente cancerígeno para os seres humanos. 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um 
sensor baseado em aptâmero, nanotubos de 
carbono (NTCs) e cisteína para detectar a 
ocratoxina A. Espectroscopia de impedância 
eletroquímica (EIE) e voltametria cíclica (VC) 
foram utilizadas para caracterizar as etapas 
de modificação do eletrodo. A interação 
aptâmero-toxina foi avaliada usando uma 
solução de [Fe(CN)6]4 -/[Fe(CN)6]3- redox como 
sonda redox e as alterações nas propriedades 
interfaciais do eletrodo foram determinadas por 
VC e EIE. A interação do sensor com diferentes 
concentrações de ocratoxina, como também 
avaliação em amostras de café resultou em 
alterações na resistência à transferência de 
carga. Em conclusão, o novo aptasensor foi 
eficiente na detecção de OTA em diferentes 
concentrações, com um limite de detecção de 
1,0 pg.µL-1.
PALAVRAS-CHAVE: aptasensor; ocratoxina 
A; nanotubo de carbono; óxido de zinco

NANOESTRUTURED PLATFORM BASED 
ON APTAMER FOR DETECTION OF 

OCHRATOXIN A 

ABSTRACT: Ochratoxin A (OTA), a mycotoxin 
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produced mainly by two genera (Aspergillus and Penicillium), occurs in a wide variety 
of foods and beverages including coffee, cocoa, beer, wine, grape juice and dried 
fruits. The International Agency for Cancer Research (IARC) has classified OTA as a 
possible carcinogen for humans. The objective of this work was to develop an aptamer 
based sensor, carbon nanotubes (MWCNTs) and cysteine ​​to detect ochratoxin A. 
Electrochemical impedance spectroscopy (EIE) and cyclic voltammetry (CV) were 
used to characterize the electrode modification steps. The aptamer-toxin interaction 
was evaluated using a [Fe(CN)6]4 -/[Fe(CN)6]3- redox solution as the redox probe 
and changes in electrode interfacial properties were determined by VC and EIE. The 
interaction of the sensor with different ochratoxin concentrations as well as evaluation 
in coffee samples resulted in changes in charge transfer resistance. In conclusion, 
the new aptasensor was efficient at detecting OTA at different concentrations, with a 
detection limit of 1.0 pg.µL-1.
KEYWORDS: aptasensor; ochratoxin A; carbon nanotube; zinc oxide.

1 | 	RESUMO

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 Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC), 
OTA é classificada no grupo 2B que indica uma possível ação carcinogênica para 
o ser humano, podendo acarretar efeitos mutagênicos, atividades teratogênicas e 
imunossupressoras (K´oszegi et al,2016). A 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 alimentos como o 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 em alimentos 
de distribuição mundial, como o café, que pode acarretar quando 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. Em adição, moléculas de cisteína (Cys) associadas a 
nanopartículas e nanotubos de carbono são importantes para garantir a eficiência dos 
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processos de reconhecimento bioquímico. 
Dentre os nanomateriais utilizados em biossensores, se destacam os nanotubos 

de carbono (NTCs). Os NTCs são amplamente utilizados no desenvolvimento de 
sensores eletroquímicos, pois apresentam alto desempenho analítico devido à sua alta 
estabilidade química, condutividade elétrica além de rigidez extremamente alta (Asuri 
et al, 2007). Outro nanomaterial importante é o óxido de zinco (ZnO) que apresenta 
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 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, apresentando 
uma elevada 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 presta-se para a detecção de OTA em diferentes amostras alimentares sendo de 
grande auxílio no monitoramento dos níveis de toxinas em produtos agrícolas. 

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	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 da Integrated DNA Technologies (EUA). A sequência 
do aptâmero foi R-5’-GAT CGG GTG TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT CGG ACA-
3 ‘. 

2.2	Medições eletroquímicas

As análises de EIE e VC foram realizadas em um potenciostato / galvanostato 
PGSTAT 128N (Autolab, Eco Chemie, Países Baixos). O experimentos de VC foram 
realizadas a uma velocidade de varredura de 50 mV.s-1 com uma faixa de varredura 
potencial de -0,2 a 0,7 V. As medidas 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 
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mV em relação ao eletrodo de referência Ag / AgCl. 
Os dados eletroquímicos e a simulação dos resultados foram obtidos usando 

o software NOVA (Autolab, Eco Chemie, Holanda). O eletrodo de ouro modifi cado 
foi utilizado como eletrodo de trabalho, fi o de platina e Ag/AgCl saturado com KCl 
foram utilizados como contra eletrodo e referência. As medidas 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 ).

2.3 Modifi cação de 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).

2.4 Modifi cação da superfície do eletrodo de ouro

Inicialmente, o eletrodo de ouro nu (BGE) foi polido com 0,05 μm de pasta de 
alumina (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 esquemática da montagem do biosensor.

Inicialmente foi empregada 3 µL de uma solução de Cys a 15 mM sobre o 
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eletrodo com tempo de incubação de 15 minutos a 25 ° C. Em seguida, 2 µL de uma 
solução aquosa contendo carboxil-NTC foi adsorvida na superfície formando o sistema 
Cys_NTC, via ativação por EDC (0,4 M): NHS (0,1 M). Posteriormente, foi adicionado 
ao sistema, nanopartículas aminadas de ZnO (2 uL), as quais foram adsorvidas 
quimicamente por 20 min para obter o sistema Cys-NTC-ZnONPs. Posteriormente, foi 
realizada a ativação dos grupos amino para a imobilização do aptâmero. Finalmente, 
os sítios ativos não específicos  foram bloqueados com BSA a 10% p/v. Após esse 
processo, o aptassensor foi testado em amostras OTA.

2.5	Detecção de OTA 

A capacidade de biodetecção do eletrodo modificado Cys-CNT-ZnONPs-Apt foi 
avaliada frente à diferentes concentrações de OTA [1, 25, 50, 75 e 100 pg mL-1]. Em 
adição, o aptasensor foi testado em amostras de café contendo OTA [1, 25, 50, 75 
e 100 pg mL-1]. OTA foi extraído das amostras de café com processo de metanol 
(Geremew et al, 2016), seguido de esclarecimento pelo processo de centrifugação. 
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e evaporado (Haskard et al, 2000).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Caracterização eletroquímica

A análise voltamétrica do processo de montagem é mostrada na Fig.2a, 
observamos que o sinal do eletrodo limpo 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 de 
cys resulta em uma diminuição dos picos anódicos e catódicos. 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 ao eletrodo limpo de ouro. 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 pela variação relativa da corrente de pico, 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.

No voltamograma cíclico observado na fi gura 3a, observamos uma redução 
dos sinais de oxidação / redução do sensor após a exposição a amostras de OTA, 
incluindo a separação dos picos do anódicos e catódicos. Apesar do comportamento 
quase reversível observado, os resultados obtidos sugerem que a diminuição da taxa 
de transferência de elétrons é proporcional à quantidade de material que reveste a 
superfície. Após a obtenção do sistema nanoestruturado Cys-NTCs-ZnONPs-Apt, 
foi observado uma nova redução dos picos anódicos e catódicos do processo de 
oxidoredução. Um bloqueio adicional da respsota eletroquímica foi observada após o 
contato com amostras de OTA, diminuindo o fl uxo de elétrons.
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Figura 3. Voltamogramas cíclicos 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 resultados da variação de corrente de pico para o eletrodo modifi cado Cys-
CNTs-ZnONPs-Apt antes e após a reação com diferentes concentrações de OTA são 
mostrados na Tabela 1. 

Amostra Antes (I/Ib A) Detecção I%
Sistema sensor 0,097 -

OTA 1pg. L-1 - 0,168 71,30
OTA 25 pg. L-1 - 0,179 72,36
OTA 50 pg. L-1 - 0,182 79,99
OTA 75 pg. L-1 - 0,190 89,04
OTA 100 pg. L-1 - 0,197 101,05

Tabela 1. Deslocamento anódico amperométrico do aptassensor antes e após o 
bioreconhecimento de ocratoxina A.

Na Tabela 1, observamos que sistema nanoestruturado Cys-NTCs-ZnONPs-Apt, 
foi capaz de reconhecer a OTA sendo observado um aumento na variação relative da 
corrente, resultado de um maior reconhecimento em concentrações mais elevadas de 
OTA.

A reposta amperométrica total dos sistema é alterada quando os eventos de 
bioreconhecimento biológico ocorrem. Em adição, a reversibilidade do sistema foi 
alterada sendo refl etido no comportamento semi-reversível observado após a avaliação 
do sensor frente ao analito teste.  

A plataforma desenvolvida composta por nanotubos de carbono permitiu uma 
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avaliação específica de OTA sem a necessidade de marcador. Nossos resultados 
de voltametria e de impedância indicam que o aptassensor pode ser aplicado como 
um método analítico para detecção de OTA em amostras alimentares. O sistema 
desenvolvido é simples, rápido e de baixo custo e pode ser uma alternative viável de 
avaliação de toxinas presnetes em alimentos contaminados. 
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