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RESUMO 
 

 

Os alimentos estão propensos à contaminação por substâncias tóxicas produzidas por 

fungos e sua ingestão pode acarretar doenças que variam de acordo com o tipo de toxina, 

as principais aflatoxina B1 e a ocratoxina A. A detecção destas micotoxinas em alimentos 

é importante para avaliação dos níveis de concentração toleráveis pelo organismo 

humano, visto que as metodologias atuais demandam tempo, custo elevado e necessitam 

de mão de obra especializada. Novos métodos de detecção necessitam ser incorporados 

no mercado tendo em vista a necessidade de uma avaliação rápida e precisa destes 

contaminantes. O presente trabalho tem por finalidade o desenvolvimento de 

biodispositivos nanoestruturados para detecção das toxinas Aflatoxina B1 (AFB1) e 

Ocratoxina A (OTA). As plataformas sensoras desenvolvidas, baseada em cisteína (Cys), 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas funcionalizados com grupo carboxílico 

(MWCNT) e anticorpo monoclonal anti-AFB1 (AcAFB1); e outra baseada em Cys, 

nanopartículas de óxido de zinco aminadas (ZnONPs) e aptâmero específico para OTA 

(APT). A Espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) e Voltametria Cíclica (VC) 

foram utilizadas para monitorar o processo de construção das plataformas sensoras e os 

eventos de interação e reconhecimento de AcAFB1 e APT frente às micotoxinas de 

estudo. As análises topográficas dos sistemas foram realizadas por microscopia de força 

atômica (AFM). Para os processos de modificação da superfície dos eletrodos de trabalho 

foram comprovadas perturbações na transferência de elétrons após cada etapa de 

construção para os sistemas Cys-MWCNT-AcAFB1 e Cys-ZnONPs-APT. O sistema 

Cys-MWCNT-AcAFB1 apresentou uma resposta linear no intervalo de concentração de 

0,1 a 20 pg.mL-1, enquanto que o sistema para OTA apresentou faixa de detecção entre 

0,1 a 15 pg.mL-1. As plataformas nanoestruturadas apresentaram uma ótima sensibilidade 

e especificidade frente as toxinas em estudo, podendo ser empregadas para identificação 

da AFB1 em farinha de milho e OTA para café moído e torrado. 

 
PALAVRAS-CHAVES: Imunossensor. Aptassensor. Voltametria. Impedância. 

AflatoxinaB1.Ocratoxina A. 



ABSTRACT 
 

 

 

 

 

Foods are prone to contamination by toxic substances produced by fungi and their 

ingestion can lead to diseases that vary according to the type of toxin, the main aflatoxin 

B1 and ochratoxin A. The detection of these mycotoxins in food is important for the 

evaluation of levels of concentration tolerable by the human organism, since the current 

methodologies demand time, high cost and need specialized labor. New detection 

methods need to be incorporated into the market in view of the need for a rapid and 

accurate assessment of these contaminants. The present work aims at the development of 

nanostructured biodisposites for the detection of toxins Aflatoxin B1 (AFB1) and 

Ochratoxin A (OTA). The sensor platforms developed, based on cysteine (Cys), carboxyl 

group functionalized multiple wall carbon nanotubes (MWCNT) and anti-AFB1 

monoclonal antibody (AcAFB1); and another based on Cys, aminated zinc oxide 

nanoparticles (ZnONPs) and aptamer specific for OTA (APT). Electrochemical 

impedance spectroscopy (EIS) and Cyclic Voltammetry (VC) were used to monitor the 

construction process of the sensor platforms and the interaction and recognition events of 

AcAFB1 and APT against the study mycotoxins. The topographic analyzes of the systems 

were performed by atomic force microscopy (AFM). For the processes of surface 

modification of working electrodes, electron transfer perturbations were demonstrated 

after each construction step for the Cys-MWCNT-AcAFB1 and Cys-ZnONPs-APT 

systems. The Cys-MWCNT-AcAFB1 system presented a linear response in the 

concentration range of 0.1 to 20 pg.mL-1, while the OTA system showed a detection range 

of 0.1 to 15 pg.mL-1. The nanostructured platforms presented an excellent sensitivity and 

specificity against the toxins under study and could be used to identify AFB1 in corn flour 

and OTA for ground and roasted coffee. 

KEYWORDS: Immunosensor. Aptasensor. Voltammetry. Impedance. Aflatoxin B1. 

Ochratoxin A. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
O crescimento e a manutenção da vida de uma pessoa são mediados pelo consumo diário 

de alimentos, visto que esses alimentos podem ser responsáveis pelo surgimento de 

doenças, podendo estar contaminados por fungos (FAISANDIER et al., 2015). Esta 

contaminação torna-se elevada quando os indivíduos expostos sofrem de problemas 

respiratórios ou possuem um sistema imunológico fragilizado, a exposição pode causar o 

aparecimento de sintomas e/ou patologias, que dependerá das espécies presentes, dos 

produtos metabólicos, da concentração e duração da exposição do indivíduo, como 

também da suscetibilidade individual (GOYER et al.,2001). 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por muitas espécies fúngicas. 

Dentre as micotoxinas podemos destacar as aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e M1, o ácido 

fusárico, as fumonisinas (B1 e B2), ocratoxinas (A, B e C), patulina, zearalenona e 

tricotecenos. A produção destas toxinas durante o crescimento fúngico podem 

desencadear doenças conhecidas como micotoxicoses (BENNETT et al., 2003). 

A presença das micotoxinas vem a acarretar uma perda econômica preocupante devido à 

redução da qualidade de alimentos para os seres humanos e animais. Além disso, 

produzem efeitos deletérios, principalmente quando absorvidas por via oral, como 

também ao serem inaladas ou absorvidas pela pele (MEDEIROS et al., 2015). 

Dentre os fungos produtores de micotoxinas podemos destacar as Aflatoxinas (B1, B2, 

G1, G2 e M1) que possuem como fungos produtores os Aspergillus flavus e Aspergillus 

parasiticus (PEREIRA et al., 2002). Os fungos Aspergillus spp e Penicillium spp, são 

elementos produtores de Ocratoxinas (A, B e C), com destaque ao Aspergillus ochraceus 

responsável pela produção de ocratoxina A. Estas toxinas são classificadas como 

metabólitos secundários tóxicos (MISHRA et al., 2016). 

No Brasil, as aflatoxinas são as únicas micotoxinas cujos limites máximos em alimentos 

são previstos na legislação. Em 2002, foi publicada no Diário Oficial da União a resolução 

RDC nº 274 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) destacando o 

estabelecimento dos limites máximos de aflatoxinas permitidos para os alimentos 

susceptíveis à presença de micotoxinas (leite fluido, leite em pó, amendoim, pasta de 

amendoim, milho em grão, farinha ou sêmola de milho. Para os demais produtos 

alimentícios destinados ao consumo humano, ainda prevalece à legislação de 1974, do 
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Ministério da Saúde, Comissão Nacional de Normas e Padrões para Alimentos Resolução 

no 34/76 publicada no Diário Oficial da União, em 19 de janeiro de 1977 (BRASIL, 

1977). 

Já para as ocratoxinas podemos destacar a ocratoxina A (OTA), pois representa uma das 

micotoxinas mais prevalente na contaminação de diversos produtos agrícolas, causando 

riscos à saúde, de acordo com Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer (IARC). 

As ocratoxinas são produzidas por cepas de Aspergillus e Penicillium presentes em 

cereais, café e pão. A ocratoxina A é mais frequente e a mais tóxica, além de apresentar 

efeitos nefrotóxicos, imunossupressores, carcinogênicos e teratogênicos (PERAICA et 

al., 2000; MURPHY et al., 2006). 

Para identificação e quantificação de AFB1 e OTA em diferentes produtos são 

empregadas técnicas como: cromatografia em camada fina (TLC), cromatografia líquida 

(LC), cromatografia de imunoafinidade (IAC), cromatografia líquida de alta performace 

(HPLC) (KHAYOON et al., 2010), cromatografia líquida com espectrômetro de massa 

(LC-MS) (NONAKA et al., 2009; BACALONI et al., 2008) e ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) (LI et al., 2009). Os métodos citados apresentam sensibilidade, mas 

há a necessidade, principalmente pela indústria alimentícia de métodos mais rápidos, 

simples e de baixo custo. Como estratégia para tal desafio tem-se o desenvolvimento de 

biossensores. 

Os biossensores são definidos como dispositivos que atuam por meio de reações 

biológicas na detecção do analito (químico/biológico) (WANG 2000). Para que o 

biossensor seja funcionalizado é necessário à combinação de um componente biológico, 

que interaja com um substrato alvo a um transdutor, convertendo os processos de 

biorreconhecimento em sinais mensuráveis (WANG 2000; PATHAK et al., 2007). 

A empregabilidade dos biossensores é vasta podendo ser empregados em várias áreas 

como, saúde, ambiental, alimentícia e até na prevenção de bioterrorismo. Por serem 

altamente sensíveis e seletivos, possuem facilidade em termo de preparação da plataforma 

sensora na superfície do sensor (PATHAK et al., 2007; LEE 2008). 

Os transdutores adotados para o desenvolvimento de biossensores podem ser do tipo 

eletroquímico, óptico, piezelétrico ou calorimétrico. Estes elementos atuam em uma 

interface, medindo a mudança física ou química que ocorrerá na camada de 
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bioreconhecimento (WANG 2000; PATHAK et al., 2007; LEE 2008). Os biossensores 

eletroquímicos destacam-se por apresentarem vantagens como baixo custo, alta 

sensibilidade, screening rápido e estabilidade (SONG et al., 2006). 

Diversas biomoléculas podem ser utilizadas no desenvolvimento de um biossenor, no 

entanto, os anticorpos se destacam pela possibilidade de se explorar diversos tipos de 

antígenos de interesse biomédico. O sinal obtido de um imunossensor é baseado na reação 

biológica do complexo antígeno-anticorpo, onde o antígeno ou anticorpo está imobilizado 

na superfície do sensor (MORGAN et al.,1996). 

Outro tipo de sistema sensor que vem ganhando destaque são os aptasensores, baseados 

em aptâmeros, que são oligonucleotídeos ou peptídeos que se ligam à moléculas-alvo 

específicas. Aptâmeros são normalmente criados através de seleção de sequências 

oligonucleotídicas ou peptídicas a partir de um conjunto de sequências aleatórias 

(O‟SULLIVAN,C.K. 2002). Estes elementos podem exibir seletividade e aplicabilidade 

na área de biossensores. 

O desenvolvimento de biossensores eletroquímicos se baseia no uso de ferramentas 

eletroquímicas como elementos de transdução associados às biomoléculas de interesse. 

No entanto, a interface com a nanotecnologia é de grande destaque nesta área por 

propiciar melhoria do sinal eletroquímico a ser captado e favorecer um aumento da área 

de superfície disponível para a adsorção física ou química de biomoléculas que servirão 

como elementos de biodetecção. Como consequência, diversas nanoestruturas como as 

nanopartículas metálicas e os nanotubos de carbono se destacam no uso de biossensores 

eletroquímicos (PEREIRA et al., 2002). 

Os nanotubos de carbono (NTC) vêm sendo empregados em biossensores por apresentar 

uma boa condutividade e propriedades eletrônicas e mecânicas. Além de possuírem uma 

rede hexagonal de átomos de carbono podendo ser classificados em nanotubos de carbono 

de parede simples (SWCNT), ou de parede múltipla (MWCNT) (LU 2006; 

YOGESWARAN et al., 2008; WANG 2009). Estes elementos se destacam na construção 

de sensores tendo como elementos de reconhecimento os anticorpos ou aptâmeros 

(MISTRY et al., 2014). 

A utilização do óxido de zinco, por sua vez, corresponde a um tipo de nanopartícula de 

óxido metálico, que possui estabilidade química e exibe um grau significativo de 



17  
 

 
 

seletividade a substâncias tóxicas (PATEL et al., 2016). Em adição, as nanopartículas de 

óxido de zinco (NpsZnO), apresentam uma notoriedade devido a sua estabilidade física e 

química, alta capacidade oxidativa, baixo custo, alta disponibilidade e baixa toxicidade 

(SEONGPIL et al; 2014; NAI-FENG et.al., 2014; JUAN et al., 2011). Além disso, as 

NpsZnO possuem estabilidade a longo prazo, alta sensibilidade e confere provável 

aumento do sinal eletroquímico (SALIH et.al., 2016), garantindo sua aplicação em 

biossensores. 

É crescente o interesse das indústrias de alimentos em financiar tecnologias para o 

desenvolvimento de sensores relacionados à identificação de patógenos, toxinas 

alimetares de maneira rápida, precisa e específica (EMBRAPA, 2008). Essas tecnologias 

auxiliam os serviços de inspeção no monitoramento dos produtos alimentícios 

empregando uma maior agilidade dos resultados favorecendo o controle e a garantia de 

qualidade dos produtos alimentícios. 

Desta forma, torna-se primordial a aplicação de métodos de análises sensíveis à 

micotoxinas e de resultados rápidos, que permitam avaliar a qualidade e inocuidade do 

alimento a ser analisado. A busca por alternativas que visem o diagnóstico rápido e 

preciso são importantes na detecção das micotoxinas (AFB1 e OTA), uma vez que os 

alimentos podem conter a toxina e com isso podem desencadear casos graves de 

intoxicações alimentares como também risco de vida. 

Com base nisto, esta tese se propôs a desenvolver sistemas de detecção de micotoxinas 

alimentares AFB1 e OTA, baseados em nanotubos de carbono, nanopartículas de óxido 

de zinco, anticorpos e aptâmeros visando a aplicação em amostras de farinha de milho e 

café moído e torrado. 
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1.1 OBJETIVOS 

 
 

1.1.1 Geral 

Desenvolver ferramentas complementares de detecção de micotoxinas baseadas em 

nanoestruturas de carbono, óxido de zinco, anticorpos e aptâmeros. 

 
1.1.2 Objetivos Específicos 

 
 

- Avaliação físico-química dos parâmetros relacionados às etapas de modificação 

da superfície do eletrodo metálico; 

- Determinação das propriedades bioeletroquímicas da modificação covalente do 

MWNT e MAb e MWNT-ZnO e Apt; 

- Avaliação dos fenômenos interfaciais do sistema Cys-MWNT-Mab e Cys- 

MWNT-ZnO-Apt, suas utilizações para fabricação dos biodispositivos ; 

- Caracterização da interação do sistema Cys-MWNT-MAb com as AFB1 e Cys- 

MWNT-ZnO-Apt com a OTA através das técnicas de EIE e VC; 

- Avaliação teórica da capacitância da dupla camada elétrica (Cdl) e da resistência 

à transferência de carga (Zre) através de circuitos equivalentes; 

- Determinação das correntes de pico anódicas (ipa) e catódicas (ipc) dos 

voltamogramas cíclicos; 

- Análise morfológica e estrutural da superfície dos eletrodos metálicos através de 

técnica de microscopia de força atômica. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 
2.1 MICOTOXINAS 

 

A terminologia empregada a micotoxina deriva da palavra grega “mykes” que significa 

fungo e do latin “toxican” que significa toxinas. Este termo é empregado para classificar 

um grupo de compostos que são produzidos por algumas espécies fúngicas podendo 

causar doenças ou até a morte quando consumidas pelo homem ou animais. (BENETT e 

KLICH, 2003). 

As micotoxinas podem ser definidas como substâncias tóxicas oriundas do metabolismo 

secundário dos fungos, constituídas por compostos orgânicos e apresenta um amplo 

espectro de toxicidade. Além disso, aparesentam baixo peso molecular, baixa 

imunogenicidade, são termo-estáveis e atuam em baixas concentrações (BOK et al., 2004; 

BIEHL e BUCK, 1987; DINIZ, 2002). 

Destaca-se que o Brasil é um país propício ao desenvolvimento de micotoxinas, pelo fato 

de apresentar condições favoráveis de clima tropical, subtropical e temperatura (DILKIN, 

2002). É observado que cerca de 25% de todos os produtos agrícolas produzidos e 

consumidos no mundo estejam contaminados por micotoxinas (BENETT e KLICH, 

2003). 

As Aflatoxinas presentam uma variedade de estruturas químicas com baixo peso 

molecular como mostrado na figura 1. As micotoxinas são classificadas de acordo com o 

grau de toxicidade em ocorrência a homens e animais. De acordo com a variação da 

natureza química das micotoxinas são necessários numerosos métodos de extração das 

toxinas em alimentos que contribui de forma negativa para o controle (PURCHASE, 

1974). 

Figura1 – Estrutura química das principais aflatoxinas de importância na contaminação de 

alimentos. 

 

Fonte: Wilson, 2005 (adaptado). 
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Existe uma vasta quantidade de micotoxinas já conhecidas destacando-se as aflatoxinas, 

zearalenona, ocratoxina, fumosinas e tricotecenos (FREITAS et al., 2012). De modo geral, essas 

micotoxinas afetam órgãos e tecidos, induzindo a diversas patologias, como neoplasia, 

mutagênese, teratogênese, imunossupressão entre outras (FERNANDEZ et al., 1997; 

FERNANDEZ, 2004; KIESSLING, 1986). Uma grande parte das micotoxinas são 

termorresistente, mantendo sua toxicidade, mesmo após os processos de melhoramentos de 

rações ou preparação de conservas (SOARES e FURLANI, 1996). 

Destaca-se as condições ambientais:umidade do substrato e temperatura do ambiente são 

primordiais na conservação do alimento, temperatura é um dos principais fatores 

envolvidos nesse processo de produção de rações, a faixa viável de escolha para a sua 

produção situa-se entre 11 e 37ºC. No quadro 01 estão os limites estabelecidos pelos 

países do MERCOSUL (Argentina, Paraguai e Uruguai). Européia e o Food and Drug 

Administration (FDA) nos Estados Unidos têm seus limites estabelecidos de acordo com 

o Codex Alimentarius ou legislações específicas. 

Quadro 1- Limites máximos de concentração de aflatoxinas no Brasil. 

 
ALIMENTO AFLATOXINA LIMITE 

Leite 

Leite fluido 

Leite em pó 

 

M1 

M1 

 
0,5 μg/L (0,5 ppb) 

5,0 μg/kg (5 ppb) 

Milho   

Milho em grão (inteiro, B1+B2+G1+G2 20,0 μg/kg (20 ppb) 

partido, amassado, moído).   

Farinhas ou sêmolas de   

milho   

Amendoim   

Amendoim (com casca),   

(descascado, cru ou B1+B2+G1+G2 20,0 μg/kg (20 ppb) 

tostado), Pasta de   

amendoim ou manteiga de   

amendoim)   

 
Fonte: Resolução da diretoria colegiada nº 274, Anvisa,Brasil, 2002. 
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As alterações patológicas e/ou funcionais no organismo, causadas pelas micotoxinas 

são denominadas de micotoxicoses; doenças transmitidas por alimentos contaminados 

por microorganismos patogênicos (VAN AMSON et al., 2006). A gravidade da infecção 

depende da toxicidade da micotoxina produzida pelos fungos, do período de exposição à 

toxina e o estado nutricional do indivíduo (FERREIRA et al., 2006). O contato humano 

com alimentos contaminados por micotoxinas é um dos grandes problemas da Saúde 

Pública (AMARAL et al., 2006). 

Dentre as micotoxinas existentes o estudo foi direcionando para a aflatoxina B1 e 

Ocratoxina A devido sua prevalência em diferentes tipos de alimentos. 

 

2.1.1 AFLATOXINA B1 

 

As aflatoxinas são oriundas dos metabólitos secundários que podem ser produzidos 

por fungos como Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus (YU et al., 2005). Podem 

ser encontradas em inúmeros produtos alimentícos, como milho, trigo, farinha de trigo, 

cevada, nozes, pistache, arroz, amêndoa, feijão, frutas secas e cerveja, além de estar 

presente em rações e produtos de origem animal contaminado por rações (VENTURA et 

al., 2004; LIU et al., 2006). 

Essas micotoxinas são derivadas do bisfurano cumarina e consideradas como 

responsáveis por lesões hepáticas de natureza cancerígena que se manifestam em animais 

e no homem (MERCK, 1996; OGA, 1996; PAPP et al., 2002). Substratos com elevado 

teor de umidade ou grãos com danos mecânicos e predominância de altas temperaturas e 

umidade relativa do ar contribuem com a biossíntese de aflatoxinas (BULLERMAN et 

al; 1984; JAIMEZ et al., 2000; PAPP et al., 2002; TARÍN et al., 2004; ABBAS et al., 

2006). 

Existe vários compostos derivados de aflatoxinas, o destaque é para quatro compostos 

de interesse médico-sanitário: as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, que apresentam uma 

elevada toxidade. A Aflatoxina B1 (AFB1) é o metabólito mais importante, pois apresenta 

elevada hepatoxicidade e maiores concentrações nos substratos, seguida das aflatoxonas 

G1, B2 e G2. 

As aflatoxinas são comumente encontradas em diversos alimentos utilizados como 

ração de animais, principalmente em grãos (MALLMANN et al., 1994). São toxinas de 

baixo peso molecular, e de reduzida hidrossolubilidade, porém, são bastante solúveis em 

solventes de polaridade intermediária (MERCK, 1996). 

Os efeitos pró-carcinogênicos da AFB1 estão relacionados à manifestação de seus 

efeitos tóxicos que requer a ativação metabólica, cuja forma ativada é o composto 8,9- 
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óxido de AFB1 (WOGAN, 1992). Esse composto pode reagir rapidamente por ligações 

covalentes, com sítios nucleofílicos de macromoléculas como nucletídeos (DNA e RNA) 

e proteínas, o que comprova seu maior efeito tóxico quando comparado ao das outras três 

aflatoxinas (WOGAN, 1992; Santos et al., 2001). O consumo elevado se aflatoxinas 

podem ser letal, porém, no caso de exposições subletais pode levar a toxicidade crônica, 

o que resulta em neoplasias em diversas espécies de animais (COULOMBE, 1991). 

Os mecanismos de toxicidade e biotransformação das aflatoxinas estão relacionados 

a sua absorção pelo trato gastrointestinal, sendo, biotransformadas por enzimas hepáticas 

com funções oxidases que pertencem à família de enzimas do sistema citocromo P-450 

(FORRESTER et al., 1990). A ativação metabólica de AFB1 produz o composto AFB1- 

epóxido (8,9-óxido de AFB1), por meio da epoxidação da dupla ligação do éter vinílico 

da molécula de AFB1 (PAPP et al, 2002). 

AFB1 na forma ativada é altamente eletrofílica e as ligações ocorridas com 

nucleotídeos e proteínas conduz a formação de aductos, caracterizando a primeira lesão 

bioquímica, ou ainda podem conjugar-se a glutationa reduzida (HSIEH e ATKINSON, 

1991; FATEMI et al., 2006). Diversos tipos de carcinomas são resultados da ligação entre 

AFB1 e as guaninas da molécula de DNA, devido à modificação estrutural que 

compromete a atividade biológica deste nucleotídeo (TONG et al., 2006; LIN et al., 

2006). 

Os efeitos mutagênicos se processam em duas fases diferentes classificadas como 

iniciação e promoção de neoplasia (REDDY et al., 2006). As mutações ocorridas a nível 

celular determinam a fase de iniciação, e a promoção neoplásica se dá com expressão 

fenotípica das modificações primárias (GEYIKOGLU e TURREZ, 2005). As lesões 

bioquímicas geradas em RNA e proteínas caracterizam mecanismos de toxidade aguda 

da AFB1 por conduzir à morte celular (CHOY, 1993). 

 

2.1.2 OCRATOXINA A 

 

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina que foi descoberta em 1965, por meio do 

isolamento de um metabólito de Aspergillus ochraceus durante estudos que tinham como 

objetivo a descoberta de novas moléculas de micotoxinas (VAN DER MERWE et al., 

1965). Esta toxina apresenta estrutura química semelhante a das aflatoxinas, sendo 

representada por uma isocumarina substituída, ligada a um grupo de L- fenilalanina 

(figura 2). 

Dentre os Aspergillus a especie A. ochraceus são capazes de produzir ocratoxina A. Além 

dessa espécie, também Aspergillus alliaceus, Aspergillus auricomus, Aspergillus 
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carbonarius, Aspergillus glaucus, Aspergillus meleus e Aspergillus niger, além de 

Penicillium nordicum e Penicillium verrucosum, são produtores de ocratoxina A 

(CIEGLER et al., 1972; PITT, 1987; CHU, 1974; ABARCA et al., 1994; LARSEN et al., 

2001; BAYMAN et al., 2002). 

 
Figura 2. Estrutura química da Ocratoxina A, toxina envolvida em contaminação alimentar. 

 

 

De acordo com a classificação da Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer 

(IARC), a ocratoxina A se encontra no grupo 2B, o que indica uma possível ação 

carcinogênica para humanos, apresentando atividade mutagênica/teratogênica e 

imunossupressora. Além de apresentar ação nefrotóxica associada à doença renal 

conhecida como Nefropatia balcânica endêmica (ALBUQUERQUE, 2016). A 

contaminação por ocratoxina A é considerada um problema de saúde pública, 

apresnetando grande impacto à saúde de lactentes e crianças jovens devido à sua 

alimentação (PELUQUE, 2016). 

O tempo de meia-vida para produtos contaminados com OTA leva um tempo maior 

para serem excretados do organismo (CREPPY, 1999). A estrutura química da OTA 

apresenta semelhança com as aflatoxinas, sendo representada por uma isocumarina 

substituída, ligada a um grupo L- fenilalanina como destacado anteriormente (CIEGLER 

et al., 1972; PITT, 1987; CHU, 1974; ABARCA et al., 1994; LARSEN et al., 2001; 

BAYMAN et al., 2002). 

A presença de OTA têm sido detectada em produtos essenciais para o consumo 

humano diário, entre os quais podemos destacar: uva, café, aveia, trigo, milho, arroz, 

cevada, alimentos infantis, cacau, entre outros (ALBUQUERQUE et al., 2016; BENITES 

et al., 2017; HYUM et al., 2015; CAPPOZZO et al., 2017; VILLAMIZAR et al., 2017). 

O processo de contaminação pode ocorrer em campo a partir do manuseio inadequado 

do equipamento usado para processar a comida, além do transporte e armazenamento 

inadequados devido à umidade e temperatura favoráveis ao crescimento do fungo 

(KUMERA et al., 2017). 
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O Comitê Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organização 

Mundial de Saúde (JECFA) estabelece como nível tolerado cerca de 112 ng OTA por 

semana (DACHERY et al, 2016). Desta forma, o uso de métodos que detectam níveis 

abaixo do estabelecido é essencial para o controle de alimentos consumidos diariamente. 

No Brasil alguns trabalhos comprovam a presença de OTA no café, com destaque 

para a contaminação de café verde por OTA comprovado por Leoni et al em 2001 para 

cinco estados brasileiros (Minas Gerais, São Paulo, Paraná, Espírito Santo e Bahia). Os 

autores encontraram 20,45% das 132 amostras contaminadas, sendo que a concentração 

média foi de 7,1 ppb de ocratoxina A. Em adição, Prado et al. (2000) constataram que as 

amostras de café solúvel e café torrado e moído comercializados em Belo Horizonte/MG, 

continham níveis de ocratoxina A entre 0,31 e 1,78 ppb e 0,99 e 5,87 ppb, 

respectivamente. 

Outro estudo feito com 82 amostras de café instantâneo comercializados em São 

Paulo apresentou 98,8% das amostras contaminadas com ocratoxina A, com níveis 

variando de 0,17 a 6,20 ppb. A alta frequência de OTA encontrada nestas amostras 

ressalta a importância do controle deste produto pela indústria e pelas autoridades 

(ALMEIDA et al., 2007). 

Destaca-se de suma importância o desenvolvimento de novas estratégias cada vez 

mais precisas para a detecção de micotoxinas, sendo os biossensores ferramentas 

alternativas, para evitar/reduzir impactos socioeconômicos que um alimento mundial 

como o café provoca, se a produção é afetada. 

2.1.3 Principais Métodos Convencionais para Detecção de Aflatoxina B1 e 

Ocratoxina A 

Desde a descoberta das aflatoxinas, foram iniciadas pesquisas para a criação de 

métodos empregados para detecção de micotoxinas em especial a AFB1 e OTA, 

encontrados em produtos agrícolas e derivados, e fluidos biológicos (LAMARDO et al., 

2006). Os métodos mais comuns utilizados são métodos cromatográficos: cromatografia 

em camada delgada (CCD), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA), ensaio imunoenzimático colorimétrico de injeção 

sequencial (SIIA) e biossensores. 
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A CCD é um método de multidetecção que permite a separação dos compostos 

importantes para caracterização das micotoxinas (FERNANDES, 2007). A quantificação 

é realizada técnica visual sob luz ultravioleta ou a densitometria (STROKA e ANKLAM, 

2000). 

Os métodos de ultravioleta (UV), fluorescência, espectrometria de massas (LC-MS) 

e espectrometria de infravermelho próximo (NIR) utilizam a CLAE no processo de 

detecção, pois ela realiza uma seleção rápida do material (FERNANDES, 2007). No 

entanto, estas avaliações apresentam desvantagens como o alto custo dos equipamentos e 

de operação, além de necessitar de uma extensa experiência do pessoal técnico para 

obtenção máxima de benefício. 

O ensaio ELISA é um método empregado para triagem na determinação das 

micotoxinas presentes numa certa quantidade de amostra, apresenta sensibilidade, 

especificidade, rápido tempo de análise e facilidade de manuseio, pois não é necessária 

prévia experiência (OLIVEIRA et al., 2000; LI et al., 2009). No entanto, o custo elevado 

torna esse método inadequado para programas de monitoramento e de controle de 

micotoxinas, além da possibilidade de revelar resultados falso-negativos (FERNANDES, 

2007). 

Desta forma, há a necessidade de métodos que apresentem vantagens como análise 

dos resultados em tempo real, boa sensibilidade e que não seja necessária purificação 

prévia da amostra e de fácil manuseio. Com isso o emprego dos biossensores é a 

alternativa para detecção de toxinas em especial a AFB1 e OTA (RUMAYOR et al., 

2005). 

O emprego de técnicas eletroquímicas e imunológicas, sensíveis e específicas para 

contaminantes biológicos, têm demonstrado vantagens na detecção e menor custo das 

análises em relação aos kits comerciais que apresentam uma detecção limitada a 

diferentes subgrupos de uma determinada toxina (RUMAYOR et al., 2005; EMBRAPA, 

2008). 

 
2.2 BIOSSENSORES 

 
O emprego dos biossensores teve como ponto de partida o desenvolvimento de um 

sensor enzimático no ano de 1956 por Leland e Clark. Desde então, os biossensores 

obtiveram uma expansão de sua utilização nas pesquisas na área biomédica e química. 

Associado a simplicidade de confecção combinada com a especificidade de um elemento 
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biológico ativo para com o analito de seu interesse, os biossensores oferecem uma 

sensibilidade elevada com a presença de um transdutor que converte o sinal 

proporcionalmente ao analito em questão (ZHANG et al., 2000). 

Os biossensores apresentam como principal característica a capacidade de 

combinar a atividade seletiva de um elemento de reconhecimento biológico, sensível a 

um analito de interesse, e um transdutor, que converte um sinal biológico em elétrico. Os 

elementos de reconhecimento podem ser ácidos nucleicos (LI et al., 2007), organelas, 

tecidos animal ou vegetal, microorganismos, células (RICCARDI et al., 2002), enzimas, 

antígenos ou anticorpos (FERREIRA et al., 2006). Desta forma, é possível detectar o 

analito (figura 3) por meio de variações na massa, absosrção ou emissão de luz, 

temperatura ou estado de oxidação. O princípo básico de funcionamento de um biossensor 

imunológico envolve reações ntre o antocro e o antígeno específico que podem ser 

monitorados por um transdutor durante a quantificação dos complexos formados. O 

transdutor é definido como um dispositivo elétrico que responde à medida que o sinal é 

eletronicamente amplificado, armazenado e, então, exibido. 

Figura 3. Representação esquemática de um biossensor, adaptada pelo autor. 

 
 

ANALITO BIORECEPTOR TRANSDUTOR 
 

 

ELEMENTOS DE 

RECONHECIMENTOS 

 

 
 

Os biossensores amperométricos são classificados em três gerações (primeira, segunda 

ou terceira geração) de acordo com o processo envolvido na transferência de carga, 

reconhecimento do analito, geração e processamento do sinal. 

Em 1979 foi demosntrada a transferência de elétrons direta entre enzima e eletrodo, por 

meio do uso de lacase e peroxidase, enzimas que utilizam o oxigênio e o peróxido de 
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hidrogênio como agendes oxidantes e redutores para a transferência direta de elétrons. 

Este tipo de biossensor depende da eletroatividade do substrato ou priduto da reação 

eletroquímica, sendo considerados biossensores da primeira geração (AHUJAA et al., 

2007). 

Os biossensores classificados como de segunda geração dependem da presença de 

mediadores eletrônicos (materiais orgânicos, inorgânico, polímeros condutores ou 

complexos de metais de transição), que facilitam a transferência de elétrons proveniente 

de reações redox paralelas à reação entre a enzima e o substrato. No entanto, esses 

biossensores podem passar por interferências durante a detecção. Esta classe de 

biossensores permite a obtenção de um dispositivo simplificado, miniaturizado e com boa 

sensibilidade e seletividade diminuindo efeitos de interferentes. 

O grupo dos biossensores de terceira geração caracterizam-se pela transferência direta entre 

a enzima e a superfície do eletrodo sem o uso de mediadores. 

A detecção por meio dos sensores pode ocorrer de forma direta ou indireta. Na detecção direta 

a interação biológica ocorre por meio de um ligante não-catalítico que pode anticorpos e 

receptores celulares. A detecção indireta tem a necessidade de empregar anticorpos marcados 

com moléculas fluorescentes ou enzimas, oferecendo uma detecção simples e de maior 

sensibilidade (PATHAK et al., 2007; MEHRVAR et al., 2004; LIU et al., 2009). 

Em adição, para compreender e analisar os sinais elétricos obtidos do comportamento do 

analito na superfície do sensor há necessidade de um transdutor que possa mensrurar a natureza 

do material analisado e as possíveis interações que estão ocorrendo de forma na superfície so 

sensor. 

 

2.3 TRANSDUTORES 

 

Os transdutores são empregados para medir a mudança física ou química que ocorre 

na reação com o biorreceptor e atua transformando essa energia em um sinal mensurável. 

Estes elementos podem ser classificados como transdutor eletroquímico, óptico e 

piezelétrico (PATHAK et al., 2007; MEHRVAR et al., 2004; LEE 2008). 

Transdutores Eletroquímicos – Estes transdutores são baseados no consumo e/ou 

geração de espécies eletroativas durante uma interação química e biológica (GAUA 

2005), nesse processo o transdutor mensura o sinal eletroquímico gerado na interação 

(MEHRVAR et al., 2004; GAUA 2005). As técnicas eletroquímicas possibilitam o 

estabelecimento de relações diretas entre a concentração do analito e alguma propriedade 

elétrica como corrente, potencial, condutividade, resistência ou carga (SONG et al., 
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2006). Os biossensores eletroquímicos podem ser amperométricos, potenciométricos ou 

condutimétricos (MEHRVAR et al., 2004). 

Destaca-se que os biossensores amperométricos tem como princípio a medida da 

corrente resultante da oxidação ou redução eletroquímica de uma espécie eletroativa em 

que ocorre a transferência de elétrons do analito para o eletrodo ou vice-versa. Nestes 

processos, o fluxo de elétrons é direcionando de acordo com as propriedades do analito e 

controlado pela aplicação de um potencial (THÉVENOT et al, 2001; WANG et al, 2008). 

Os sensores potenciométricos são definidos de acordo com a diferença de potencial 

entre o eletrodo de trabalho e o de referência. Em adição, os biossensores condutimétricos 

atuam na medição de mudanças na condutância, pelo fato do emprego de enzimas que 

catalisam reações produzindo ou consumindo espécies iônicas, com isso altera a 

quantidade de portadores de carga móvel no eletrólito, não sendo específica para um dado 

tipo iônico (MELO, 2008; WANG et al, 2008). 

Ópticos - Atuam na detecção das mudanças das propriedades ópticas dos reagentes, 

produtos ou componentes do transdutor. São empregados em fibras ópticas para guiar as 

ondas de luz a detectores específicos. Os biossensores ópticos oferecem vantagens como 

facilidade de integração, imunidade a ruído eletromagnético como também uma boa 

biocompatibilidade (MEHRVAR et al., 2004). Os sistemas ópticos podem empregar 

vários fenômenos ópticos incluindo absorbância, refletância, fluorescência, 

fosforescência, índice de refração, polarização, rotação, interferência e a ressonância 

plasmônica de superfície. 

Piezoelétricos- Os biossensores piezoelétricos se baseiam na mudança de massa devido 

a interação do alvo ao elemento de reconhecimento (MEHRVAR et al., 2004). Os 

disposistivos piezoelétricos fundamentam-se na mudança de frequência produzida por um 

estresse mecânico em um cristal de quartzo oscilante, que está correlacionada com a 

ligação do alvo causando uma mudança na massa. 

Os tipos de componentes biológicos empregados nos biossensores dependerá do tipo de 

interação a ser detectada (ANDRADE 2006; VIEIRA; FATIBELLO FILHO et al., 1992). 

Assim, de acordo com o elemento de biorreconhecimento os biossensores podem ser 

classificados em: 

Enzimáticos: Este tipo de biossensor baseia-se na sensibilidade e seletividade de uma 

enzima imobilizada em um transdutor. Várias enzimas são utilizadas na fabricação de 

sensores, um exemplo da utilização das enzimas é a urease que atua na 
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determinação/monitoramento da ureia, tanto em aplicações médicas quanto ambientais 

(CHAMBERS et al., 2008). 

Genossensores (Baseados em Ácidos Nucleicos e Aptâmeros): O desempenho dos 

genossensores é oriundo de oligonucleotídeos que são imobilizados na superfície do 

sensor estando conectado a um transdutor. Este dispositivo detecta genes específicos ou 

mutantes associados a doenças hereditárias (D‟SOUZA 2001). O processo de detecção 

eletroquímica pode ser por oxidação direta ou catalisada, como também pela resposta 

eletroquímica que utiliza um marcador podendo ser uma enzima para uma reação 

específica com o alvo de DNA (SHARMA et al., 2003). 

A pureza e comprimento médio da cadeia podem influenciar as atividades físicas do 

sensor de DNA (RAVERA 2007). É crescente o emprego de genossensores baseados em 

aptâmeros devido sua produção ocorrer de maneira sintética e são comumente 

identificados in vitro a partir de uma várias combinações que compreende trilhões de 

diferentes sequências, por um processo conhecido como evolução sistemática de ligantes 

o Selex – systematic evolution of ligands by exponential enrichment) (CHIU et al., 2009; 

MAEHASHI et al., 2009; MAIRHOFER et al., 2009; HUA 2010). Seu processo de 

atuação envolve uma repetição de ligação, separação e amplificação do ácido nucléico 

(LOU, 2009). 

Microbiológico: É formado pela associação de um transdutor com a célula 

microbiológica imobilizada (D‟SOUZA 2001). Baseia-se no emprego de 

microorganismos como componente biológico podendo atuar como biocatalizadores 

(SHARMA et al., 2003). Apresenta desvantagem pelo fato da limitação na especificidade 

além da reposta necessitar de um tempo maior (D‟SOUZA 2001; LEI 2006). 

Imunossensores: Detectam alterações em um sistema quando o anticorpo ou fragmento 

do mesmo interage especificamente com um antígeno (GIL et al.,1999). Neste sistema, o 

antígeno ou o anticorpo é imobilizado na superfície do transdutor. A especificidade do 

anticorpo é conferida pela complementaridade química do sítio de ligação com o 

antígeno, através de forças secundárias e da localização de grupos carregados, apolares e 

ligações de hidrogênio (ALI et al.,2011; GIL et al.,1999; NELSON 2014). Esta afinidade 

e especificidade de ligação faz com que os anticorpos e os antígenos sejam altamente 

seletivos e, por isto, são amplamente estudados e empregados em biossensoriamento. 
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2.4 IMUNOSSENSORES ELETROQUÍMICOS 

 

Os imunossensores eletroquímicos baseiam-se no emprego de transdutores 

eletroquímicos e o analito submetido às analises que serão realizadas por técnicas 

eletroquímicas. Estes elementos apresentam vantagem por serem de baixo custo, 

facilidade de miniaturização e portabilidade (D‟ORAZIO, 2003). 

Os dispositivos imunossensores apresentam como princípio uma reação imunológica 

específica entre antígeno/anticorpo que será imobilizado na superfície do transdutor 

(KLAASSEN 2001; FATIBELLO FILHO 2002). Os anticorpos são glicoproteínas 

produzidos pelas células B e são funcionalmente definidos pelo antígeno com o qual 

reagem (KLAASSEN 2001). 

O processo de funcionamento do imunoensaio ocorre através da interação do sítio 

combinatório do anticorpo com as porções mais superficiais do antígeno, formando o 

complexo antígeno-anticorpo. Tem como característica uma constante de afinidade em 

função das concentrações de interação complexo antígeno-anticorpo formado. Essas 

interações são mantidas por ligações de hidrogênio, forças eletrodinâmicas (Van der 

Waals) e hidrofóbicas o que confere especificidade antígeno-anticorpo (LUPPA et al., 

2001; MOZAZ et al., 2004; SETFORD 2000; FERREIRA et al., 2005). 

Quando a detecção dos imunoensaios não necessita de separação das espécies livres e 

marcadas, estes ensaios são chamados de imunoensaios homogêneos. No entanto, quando 

necessitam de uma quantificação e de uma etapa adicional para separar as frações livres 

das espécies marcadas falamos em imunoensaios heterogêneos (GIL et al.,2009). 

O emprego de anticorpos como elemento de reconhecimento tem como fundamento a 

alta sensibilidade e especificidade das interações antígeno/anticorpo (SONG et al., 2006; 

CHAMBERS 2008). A figura 4 apresenta de modo geral a representação da interação do 

anticorpo-antígeno. 



31  
 

 
 

Figura 4- Representação da interação anticorpo-antígeno. 

 

 
Fonte: Stryer, 2006. 

 
A imunointeração entre proteínas em solução com suas proteínas complementares pode 

ser avaliada por medidas eletroquímicas (D‟SOUZA 2001). Diante da possibilidade de 

diagnóstico de diversas patologias e elementos de interesse clínico por meio do 

reconhecimento anticorpo-antígeno esta tese se propõe em desenvolver um novo 

imunossensor para as micotoxinas aflatoxina B1 e ocratoxina A. 

Atualmente é crescente a empregabilidade de imunossensores para detecção da 

aflatoxina B1. (COSTA et al 2017) desenvolveram um imunossensor livre de marcação 

com emprego de nanotubos de carbono para detecção de AFB1 em escala de picogramas 

com limite de detecção de 0,1pg/mL. A mesuração das micotoxinas na faixa de 

picogramas, advém da necessidade de se determinar estes elementos em mínimas 

concentrações e evitar contaminação alimentar. Desta forma, outros autores (ZHANG ey 

al., 2016) se propuseream a desenvolver sistemas de detecção, como o imunossensor 

baseado em nanotubos e quitosana para detecção da AFB1 com limite de detecção 3,5 

pg/mL. 

2.5 APTÂMEROS E APTASENSORES 

 

A terminologia empregada para aptâmero deriva da palavra latina "aptus" que 

significa encaixe e da palavra grega "meros" - partes. Aptameros são denominados de 

oligonucleotideos ou peptídeos de acordo com sua origem de obteção, ou seja, são 

oriundos de RNA ou DNA (ssDNA – single strand DNA), de cadeia simples e curta 

(oligonucleotídeos) (MENCIN et al.,2014). 
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O emprego crescente dos aptassensores é devido uma ampla variedade moléculas alvo 

como ligantes tais como: proteínas, peptídeos, aminoácidos, nucleotídeos, drogas, 

vitaminas, compostos orgânicos e inorgânicos (YOU et al, 2003). O tamanho dos 

aptâmeros varia em torno de 20 a 80 bases (8 a 25 kDa) (LEVY-NISSENBAUM et al., 

2008). 

A seleção dos aptâmeros é feita in vitro, para se ligarem a alvos específicos com 

elevada afinidade e seletividade, pois possuem dobramento em estruturas secundárias e 

terciárias bem definidas (MENCIN et al., 2014). Eles formam estruturas tridimensionais 

caracterizadas por lopps, grampos (do inglês hairpins), triplexos, G-quadruplexos, 

pseudoknots, caules (do inglês stems), protuberâncias (do inglês bulges) representados na 

figura 5 (STOLTENBURG et al., 2007). 

 
Figura 5- Representação esquemática de estruturas secundárias comumente observadas em 

aptâmeros: Hairpin (a), pseudo-nó (b), G-quadruplex (c). Adaptado de Radom et al., 2013. 

 

Adaptado de Radom et al., 2013. 

 
 

A ligação existente entre o aptâmero e o alvo resulta da compatibilidade estrutural, 

empilhamento de anéis aromáticos, interações eletrostáticas e de Van de Waals, ligações de 

hidrogênio ou a combinação desses efeitos (STOLTENBURG et al, 2007). 

A existência das mudanças conformacionais podem se dar na presença do alvo como 

também na formação do complexo de ligação, em que os sítios de ligação podem ser específicos 

na estrutura tridimensional, como apresentada na figura 6, a interação entre o aptâmero e seus 

alvos (HERMANN e PATEL 2000). 
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Figura 6- Representação esquemática da formação do complexo aptâmero-alvo. 

 

Adaptado de: Liu et al., 2014. 

 
 

Esquema da montagem do complexo aptâmero-alvo. 

 
 

Quando comparados com anticorpos monoclonais os oligonucleotideos podem gerar uma 

variedade de alvos, podemos incluir os compostos tóxicos e moléculas não imunogênicas, para 

as quais os anticorpos não podem ser gerados. São de dez a cem vezes menores que os 

anticorpos e não são imunogênicos, o que os diferencia como uma característica importante 

para o desenvolvimento de agentes diagnósticos e terapêuticos (JAYASENA 1999; 

MISSAILIDIS e HARDY 2009). 

É crescente a aplicabilidade dos aptâmeros para o diagnóstico e tratamentos de doenças 

como o câncer (HERR et al., 2006; MARAGONI et al., 2015; WU et al., 2015) e infecções 

virais por HIV (ZHOU e ROSSI 2011; DUCLAIR 2015), dengue (FLETCHER et al., 2010; 

BRUNO et al., 2012; CNOSSEN 2014; SILVA 2015; CHEN et al., 2015), dentre outras. 

 

2.5.1 A TÉCNICA DE SELEX 

 

A técnica de Selex quer dizer: (do inglês “Systematic Evolution of Ligands by Exponential 

Enrichment”) (TUERK e GOLD 1990), empregada para obtenção de aptâmeros. Que ocorre 

por meio de uma biblioteca de sequências de fita simples de nucleotídeos aleatórios (DNA ou 

RNA) como uma diversidade entre 1012-1015 sequências diferentes. A constituição da biblioteca 

é por meio de uma região aleatória (20-80 nucleotídeos) flanqueada por uma região conservada. 

A região conservada permite a ligação de iniciadores específicos para uma reação de PCR  

(do inglês “Polimerase Chain Reaction”) (STOLTENBURG et al, 2007; BANERJEE e 

NILSEN-HAMILTON 2013). Contudo, o processo SELEX tem por finalidade etapas 
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repetitivas com intuito de selecionar sequências com maior afinidade de ligação com o alvo, 

para cada ciclo completo é denominado round (SYED e PERVAIZ 2010). 

A identificação das características dos aptâmeros ocorre por vários ensaios físicos, químicos 

e biológicos, (SONG et al., 2012). Os parâmetros de seleção podem ser facilmente manipulados 

para obtenção de aptâmeros mais eficientes para uma ampla gama de condições (PH, 

temperatura ou a composição do tampão) (RADOM et al., 2013). 

A aplicabilidade dos aptâmeros é ampla devido as suas propriedades de alta afinidade e 

especificidade, facilidade para modificação química e produção in vitro, além das vantagens 

sobre os anticorpos, que vão desde a pesquisa básica na área médica e farmacêutica e no 

desenvolvimento de drogas em diagnóstico e terapia. 

Os aptâmeros apresentam vantagens como alta especificidade, sensibilidade, 

reprodutibilidade, rapidez e facilidade na análise dos resultados, um grande potencial como 

agentes diagnósticos. Devido as suas propriedades, a detecção de toxinas, drogas, metabólitos, 

patógenos pode ser possível em baixas concentrações. Diferentes métodos de diagnóstico têm 

sido estudados, destacamos o uso de sensores eletroquímicos (RADOM et al, 2013). 

Os aptamêros estão sendo cada vez mais empregados como receptores favoráveis para a 

construção de biossensores altamente sensíveis, devido suas notáveis afinidades em relação a 

certos alvos, incluindo um amplo espectro de substâncias biológicas ou químicas, e sua 

superioridade sobre outros receptores biológicos. A integralidade excercida pela seletividade e 

afinidade dos aptâmeros aos ensaios design práticos com aplicação de modificações 

adequadas,como nanomateriais na superfície do eletrodo,empregando estratégias de 

amplificação específicas de oligonucleótidos ou as suas combinações. 

Os sensores eletroquímicos confere bastante eficaz para aplicações biomédicas, o setor de 

alimentos com sua implicação direta para a saúde humana, que exige soluções analíticas rápidas 

e sensíveis e econômicas para determinação de contaminantes que ameaçam a saúde em todas 

as etapas do processo produtivo. Com isso a ciência ganha na utilização de sensores 

eletroquímicos por apresentar também uma maior sensibilidade além de baixo custo, este tipo 

de sensor o aptâmero é imobilizado em um suporte condutor (SWENSEN et al.,2009). 

 
2.6 MODIFICAÇÕES DA SUPERFÍCIE SENSORA 

 

2.6.1 CISTEÍNA (CYS) 

 
A cisteína é um aminoácido que apresenta um grupamento tiol na sua estrutura química, 

como mostrado na figura 10, o que favorece a adsorção física em uma superfície de ouro 
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permitindo a formação de uma camada automontada. A camada de Cys pode ser empregada 

como um sítio para imobilização covalente de diversas biomoléculas de interesse no estudo de 

biossensores. Esta imobilização que ocorre entre as moléculas é covalente e guiada pelo uso de 

agentes ativadores como EDC e NHS que permitem a formação de uma ligação química do tipo 

amida (GANJI 2008). 

 

 

Figura 7. Estrutura química da molécula de cisteína e camada auto-montada em superfpicie de ouro. 
 

 

Fonte: Adapatado de Simão et al., 2016. 

 

 

Camadas de Cys também permitem o ancoramento de nanoestruturas como nanopartículas 

metálicas, nanotubos de carbono permitindo a construção de um sistema sensor (LEHNINGER 

2002). 

Alguns trabalhos se destacam no uso de Cys para o desenvolvimento de sensores, dentre 

estes o realizado por Simão e colaboradores em 2016, que desenvolveram um biossensor 

baseado em monocamada de Cys e anticorpo monoclonal para detecção de Aflatoxina B1 em 

Arroz. Este sensor obteve uma excelente cobertura superficial, e capacidade de interegair com 

AFLA B1 apresentando um limite de detecção entre 0,75 a 30 µg.mL – 1, o que demosntrou ser 

uma ferramenta promissora para detecção de AFB1 em arroz com sensibilidade e 

especificidade. 

Desta forma, nosso grupo de pesquisa vem adotando o emprego da cisteína como uma 

alternativa útil e promissora para a construção de plataformas sensoras de relevância em 

imunossensores e genossensores. 
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2.6.2 NANOTUBOS DE CARBONO (NTC) 

 
O carbono já é bastante empregado na confecção de eletrodos, pois apresenta condutividade 

elétrica, estabilidade térmica e química além de facilidade de manuseio. 

Os nanotubos de carbono (NTC) são a forma alotrópica do carbono, sendo crescente sua 

utilização na eletroquímica e eletroanalítica (MOOREET al., 2004; KOENHE et al., 2004), tem 

formato de longos cilindros que se encontram ligados covalentemente, podendo ser sintetizados 

por: descarga em arco elétrico, ablação por laser e deposição química de vapor que origina os 

dois tipos de nanotubos: Nanotubos de Carbono de Parede Simples (SWCNTs) e os Nanotubos 

de Carbono de Paredes Múltiplas (MWCNTs) (DAÍ 2001; ALKIRE et al., 2009). 

Os NTCs apresentam uma reatividade maior quando comparados aos outros alótropos do 

carbono, devido à curvatura da superfície na estrutura do carbono principalmente quando as 

extremidades estiverem fechadas. Isso ocorre quando os NTCs são submetidos a um tratamento 

com ácidos ou cetonas fornecendo em suas extremidades ácidas carboxílicas e cetonas nas 

extremidades (ZHANG et al., 2003). 

Com isso permite o aumento da cinética de transferência de elétrons ou contribuir nos 

processos de adsorção que pode aumentar ou diminuir a cinética de transferência de elétrons e 

da atividade eletrocatalítica por apresentar flexibilidade das modificações de superficie 

associado a resistência a tensões externas, sua geometria classifica como sistemas 

unidimensionais (FAGAN, 2003). 

Na figura 8 são apresentadas as formas geométricas dos NTCs que são descritos 

teoricamente enrolando numa folha de grafeno que pode ocorrer de três formas (armchair, 

zigzag e quiral) (SAITO et al., 1992). 

Figura 8. Estrutura dos NTC: (a) armchair, (b) zig zag, (c) quiral. 
 

 

 
Fonte: Herbst et al., 2004. 
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Outra vantagem do emprego de NTCs é a elevada área superficial que fornece o aumento 

das correntes eletroquímicas nas espécies eletroativas, também permite que enzimas, 

anticorpos, antígenos sejam imobilizados em sua estrutura (BANERJEE et al., 2005). A 

modificação existente na superfície dos NTCs gera inúmeras possibilidades para o 

desenvolvimento de novos dispositivos. 

Os NTCs podem ser funcionalizados por dois métodos: método não covalente, a 

funcionalização pode ser feita por meio de interação do tipo van der Waals com uso de 

surfactantes (O'CONNEL, LARS e CHAD 2001), peptídeos (RICHARD, BELAVOINE e 

MIOSKOWSKI 2003) e polissacarídeos (DOHI e KIKUCHI 2006). A interação física que 

ocorre nesse método preserva as propriedades eletrônicas e a aromaticidade do NTC. Pelo 

método covalente ocorre uma maior reatividade pela tensão a que os carbonos estão sujeitos a 

partir dessa funcionalização inicial. Nas paredes dos NTCs possa ligar-se a uma infinidade de 

moléculas (ISLAM e ROJAS 2003). 

Em 2006 Roma avaliou a interação dos NTCs com aminoácidos e comprovou que adsorção 

das moléculas de aminoácidos na parede do NTC pode perturbar o arranjo ordenado dos 

átomos, alterando as propriedades físicas do sistema e possibilitando que outras características 

possam ser observadas (ROMAN 2006). 

Como principal aspecto para que a inserção dos nanotubos ocorra é devido às características 

adequadas que esse material apresenta para o desenvolvimento de sensores eletroquímicos 

como: alta velocidade na transferência de elétrons, alta área superficial e presença de grupos 

funcionais, que fazem com que os nanotubos de carbono sejam desejáveis para a modificação 

com diversos tipos de espécies (enzimas, material genético, complexos metálicos, entre outros) 

que podem ser incorporadas melhorando ainda mais a transferência de elétrons, entre analito e 

eletrodo, possibilitando a obtenção de uma boa resposta em pouco tempo. 

Um dos primeiros trabalhos com a utilização de nanotubos de carbono teve como objetivo 

de avaliar o comportamento oxidativo da dopamina através da eletroanálise (BRITO et 

al.,1996). O crescente interesse pela utilização de nanotubos se deu a partir de 2002, quando 

Joseph Wang et al., desenvolveram um eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos 

de carbono para detecção de NADH, que apresentou uma excelente resposta eletrocatalítica e 
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alta estabilidade, permitindo assim a detecção amperométrica altamente sensível de NADH 

(WANG et al.,2002). 

É crescente a aplicação de NTC no desenvolvimento de sensores eletroquímicos para 

detecção de toxinas alimentares, podemos citar o trabalho de Lei e colaboradores em 2006 

empregaram nanotubos de carbono para detecção de ocratoxina A com limite de 17,2 ng/mL, 

como também Singh et al., 2013 desenvolveram um biossensor baseado em nanotubos de 

carbono em ITO para identificação de AFB1 com limite de detecção de 0.08 ng/mL. 

O emprego de nanopartículas como as nanoparticulas de óxido de zinco acopladas aos 

nanotubos na confecção de sensores é de suma importância para aumentar a área de superfície 

para imobilização de biomoléculas e melhoria na sensibilidade e desempenho analítico. 

2.6.3 NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE ZINCO (ZNONPS) 

 
A empregabilidade do óxido de zinco é crescente por possuir estabilidade química exibindo um 

grau significativo de seletividade a substâncias tóxicas (PATEL et al., 2016),possuem uma 

notoriedade devido as estabilidades físicas e químicas, alta capacidade oxidativa e largura de 

banda proibida na região UV ou visível no espectro eletromagnético, baixo custo, alta 

disponibilidade e baixa toxicidade (SEONGPIL et al.,2014), além da biocompatibilidade 

expressiva, induzindo respostas específicas em detrimento do seu uso (AUDE-GARCÍA et 

al.,2016). 

O óxido de zinco (ZnO) é um tipo de semicondutor (3,37 eV), com propriedades elétricas 

significativas (60 meV) (NAI-FENG et al., 2014). Além disso, atesta estabilidade em longo 

prazo, alta sensibilidade e confere provável aumento do sinal eletroquímico (SALINH et al., 

2016) garantindo sua aplicação em biossensores. 

Os óxidos de metais nanoestruturados vêm chamando muita atenção devido às suas 

interessantes propriedades de superfícies dependentes de: tamanho eletro-analítico, 

piezoelétrico, fotônico que tornam atraente para aplicações de biossensores. Neste contexto 

óxido de zinco têm sido utilizados para imobilização de proteínas, enzimas e antígenos para 

transferência acelerada de elétrons entre biomoléculas e eletrodos imobilizados desejados. 

Esses destacam por ser nanomateriais com propriedades de grande interesse pelo fato de 

possuir grande relação superfície-volume, alta atividade de reação superficial, alta eficiência 

catalítica e forte capacidade de adsorção que os tornam potenciais candidatos a desempenhar 

um papel catalítico na fabricação de imunossensores (ANESS et al., 2009). 
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Dentre alguns sensores de óxido de zinco podemos destacar o uso de ZnONPs para detecção 

de antígeno do câncer ovariano (GASPAROTTO et al., 2017), para imunodetecção de cortisol 

(VABINA et al., 2015) avaliação dos níveis de dopamina (FOODAZAS et al., 2012). Em 

adição, a literatura também demonstra o uso de ZnONPs no desenvolvimento de aptasensores, 

como por exemplo aptasensor para trombina uma importante proteína a envolvida nos processos 

de coagulação sanguínea (EVTUGYN et al., 2013). 

3 MÉTODOS ELETROQUÍMICOS 

 
O crescente interesse em métodos eletroquímicos é devido ao seu baixo custo e, 

principalmente, por possibilitar o uso de eletrodos quimicamente modificados. Além de 

fornecer uma maior sensibilidade, aplicabilidade e estabilidade para o sistema em estudo, 

quando comparados com eletrodos não modificados (PEREIRA et al., 2002; FREIRE et al., 

2006). Dentre os métodos eletroquímicos destacam-se a voltametria cíclica e a espectroscopia 

de impedância eletroquímica. 

 

3.1 VOLTAMETRIA CÍCLICA (VC) 

 
A voltametria cíclica (VC) é uma técnica pelo qual as informações qualitativas e 

quantitativas de um analito obtido por meio da corrente em função do potencial aplicado que 

deve ser alto para ultrapassar todas as barreiras de energia, i.e queda ôhmica, polarização de 

concentração devido a difusão e cinética de transferência eletrônica serem lentas entre outras 

na interface eletrodo/solução. É caracterizada por ser uma técnica dinâmica, pois é operada na 

presença de corrente elétrica (i > 0) que é medida pela função controlada do potencial (SKOOG 

et al., 2002). 

Por meio da técnica podemos tomar conhecimento com relação à reversibilidade 

eletroquímica de um sistema, que esteja associado à troca rápida de elétrons entre as espécies 

redox e o eletrodo (QUINTINO 2003). O princípio de funcionamento da VC é devido à resposta 

de corrente ao aplicar um sinal de excitação de um potencial alto ou baixo que será determinado 

pelo tipo de analito em estudo. O resultado é expresso como corrente em função do potencial. 

No geral, o sistema é formado por três eletrodos: eletrodo de trabalho, de referência e 

auxiliar, onde o eletrodo de trabalho é polarizado e o potencial é medido em função do eletrodo 

de referência não polarizável e o fluxo de corrente ocorre entre o eletrodo de trabalho e o 

auxiliar (SKOOG et al., 2002). A forma da perturbação do eletrodo, pela aplicação de diferentes 

programações de potenciais, define a natureza da técnica voltamétrica (MARINHO 2010). 
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Como resultado da corrente em função do potencial é obtido o voltamograma. A magnitude 

da corrente, devido a transferência de elétrons durante um processo de oxirredução, (Equação 

1), é proporcional a quantidade de analito presente na interface do eletrodo (WANG 2001; 

SKOOG et al., 2002). 

O + ne- R eq (1) 

 
A aplicação do potencial leva a polarização da superfície eletródica com formação da dupla 

camada. Os analitos de carga oposta são atraídos à interface por migração e os analitos neutros 

são atraídos por difusão podendo ser também por adsorção. O transporte de massa pode ser por 

migração que sofre influência de um campo elétrico dependente do tamanho da carga e do nível 

de polarização. O processo também pode ocorrer através de processos mecânicos que ocorrem 

espontaneamente, mas que sofre influência do gradiente de concentração e da difusão (WANG 

2001; SKOOG et al., 2002). 

É imprescindível a escolha do elétrodo para o desempenho da técnica voltamétrica, 

nomeadamente na construção de biossensores. O desenvolvimento de elétrodos de trabalho 

quimicamente modificados veio minimizar várias limitações que os sensores eletroquímicos 

que apresentavam a passivação gradual da sua superfície, a cinética de transferência de elétrons 

entre os analitos e os materiais dos elétrodos serem demasiadamente lentos e a dificuldade em 

discriminar entre compostos alvos que possuam características de oxidação-redução similares 

(FREIRE et al., 2002). 

A aplicação do potencial na voltametria cíclica ocorre linearmente com o tempo no eletrodo 

de trabalho, em uma solução sem agitação. Dependendo do objetivo da informação pode ser 

simples ou múltiplos ciclos utilizados (VIEIRA et al., 2011). 

A técnica tem capacidade de determinar de forma rápida a termodinâmica de processos 

redox e a cinética de reações heterogêneas na transferência de elétrons. Na figura 9 podemos 

observar os parâmetros que determina a VC são: potencial de pico anódico (Epa) e catódico 

(Epc), e a corrente de pico anódica (Ipa) e catódica (Ipc) (WANG,2001; SKOOG et al., 2002). 
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Figura 9 - Representação gráfica da Voltametria Cíclica. 

 

Fonte: Adaptado pelo autor. 

 
A avaliação dos parâmetros anódicos e catódicos caracterizam a técnica de VC como uma 

ferramenta que nos fornece informações da interface do eletrodo modificado biologicamente, 

permitindo deste modo o acompanhamento da taxa de transferência de carga entre o eletrodo e 

a solução que o rodeia (YANG et al, 2001). Estes processos de modicação da taxa de 

transferência de elétrons foram avaliados nos sensores desenvolvidos nesta tese para a AFB1 e 

OTA. 

O emprego da VC é fundamental importância para o desenvolvimento de cada etapa do 

sensor, devido a sensibilidade e a possibilidade de avaliar e visualizar diversas interações que 

ocorrem entre as moléculas na superfície do eletrodo. 

3.2 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDÂNCIA ELETROQUÍMICA (EIE) 

 
A técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica pode ser definida como uma 

técnica que atua na caracterização da interface eletrodo-solução, apresentando sensibilidade a 

fenômenos de superfície como também as propriedades dielétricas do meio.Com isso a EIE 

torna-se importante técnica aplicada na área de biossensores empregadas na detecção da ligação 

entre o elemento de reconhecimento do sensor e o analito (PANKE et al., 2008; LISDAT and 

SCHAFER 2008). 

Esta técnica é utilizada para descrever a resposta de sistemas que são constituídos por 

capacitâncias, resistências e indutâncias. Através das medidas de impedância e ângulo fase há 

possibilidade de avaliar processos como transporte de carga incluindo a velocidade de 
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transferência, condutividade de filmes, capacitância redox e dupla camada, coeficientes de 

difusão de portadores de carga, dentre outros (JIANG et al., 2000). 

É importante em imunossensores, pois auxilia no melhoramento da transferência de elétrons 

que ocorre durante o processo de interação antígeno/anticorpo. Esta técnica oferece diversas 

vantagens tais como baixo custo, sensibilidade aumentada, rapidez e facilidade de 

instrumentação. A determinação do sistema é feita com o registro da corrente em resposta à 

aplicação de uma tensão sinusoidal de baixa amplitude (geralmente 5-250 mV). 

A impedância (Z) pode ser definida como o quociente entre a tensão aplicada (V) e a corrente 

gerada (I) em função do tempo (t) (BERGGREN et al., 2001; PANKE et al 2008; LISDAT e 

SCHAFER et al., 2008). A EIE pode ser expressa pelo seu módulo (|Z|), desvio do ângulo de 

fase ou pela sua parte imaginária e parte real (Figura 10) (BERGGREN et al., 2001; PANKE et 

al., 2008). Além disso, f é a frequência (Hz), φ é o ângulo do desvio de fase (º) entre a tensão 

V(t) e a corrente I(t). Em adição, há a tan (φ) que se refere a tangente de perdas. Através das 

medidas de impedância e ângulo fase há possibilidade de avaliar processos como transporte de 

carga incluindo a velocidade de transferência, condutividade de filmes, capacitância redox e 

dupla camada, coeficientes de difusão de portadores de carga, dentre outros (JIANG et al., 

2000). 

Por meio de modelos matemáticos ou circuitos equivalentes são obtidos os dados referentes 

a EIE. O emprego desses circuitos permite a simulação do comportamento eletroquímica em 

termos dos componentes de um circuito convencional. Vários estudos eletroquímicos 

empregam a EIE como cinética do eletrodo, estudos de dupla camada, processos em bateria, 

investigação sobre processos de corrosão, eletroquímica em estado solido e bioeletroquímica 

(FEY et al., 2003; WANG et al., 2001; SALKING et al., 2003; CHENG et al., 2000). 

A importância da utilização da EIE como técnica analítica para validação do imunossensor 

como também sua sensibilidade frente a toxina B1, pois é uma técnica importante para o 

desenvolvimento de imunossensores são caracterizados por apresentar alta sensibilidade, baixo 

custo e reposta rápida. 
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Figura 10- Representação esquemática do diagrama da impedância de Nyquist. 
 

 

 

Fonte: Adaptada pelo autor. 

 
Para extrair informações dos dados de impedância são utilizados diferentes circuitos 

equivalentes ou modelos matemáticos. A aplicabilidade dos circuitos equivalentes permite 

simular o comportamento da célula eletroquímica em termos dos componentes de um circuito 

convencional. 

A EIE vem sendo aplicada em vários estudos eletroquímicos tais como cinética do eletrodo, 

estudos de dupla camada, processos em bateria, investigação sobre processos de corrosão, 

eletroquímica em estado solido e bioeletroquímica (FEY et al., 2003; WANG et al., 2001; 

SALKIND et al., 2003; CHENG et al., 2000). Aplicação analítica tem crescido em 

investigações de hibridização de oligômeros de DNA, por meio do acompanhamento da 

impedância total do sistema. Esta analise só é possível porque a impedância total do sistema 

está associada ao aumento do componente capacitivo do sistema, como resultado de mudanças 

na densidade e mobilidade de íons associados com a reação de hibridização (GUISEPPE-ELIE 

et al., 2004). 

Recentemente Yagati e colaboradores em 2018, construíram um sensor baseado em análises 

impedimétricas, sem uso de marcador para a detecção de Aflatoxina B1. Em adição, Castillo et 

al em 2015, desenvolveram um biossensor impedimétrico utilizando dendrímeros baseado em 

DNA-aptâmero para detecção de micotoxinas em amostras amendoim. 

Neste sistema a avaliação das compenentes real e imaginária da impedância foram essenciais 

para a avaliação matemática do processo de obtenção do sensor e avaliação do processo de 

bioreconhecimento. 
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3.3 MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (AFM) 

 
As análises de microscopia de força atômica são mediadas por deflexões de um suporte (de 

100 a 200 cm de comprimento) em cuja extremidade livre está montada a sonda. Estas deflexões 

são causadas pelas forças que agem entre a sonda e amostra. Os modos de fazer as imagens, 

também chamados modos de varredura ou de operação, referem-se fundamentalmente à 

distância mantida entre a sonda (ponteira) e amostra, no momento da varredura, e às formas de 

movimentar a ponteira sobre a superfície a ser estudada. A análise da superfície é realizada 

visando à criação de uma imagem. 

São contínuos os modos possíveis de fazer imagens, devido às diferentes interações em 

função da distância entre a ponteira e a amostra, assim como ao esquema de detecção utilizado. 

A escolha do modo apropriado depende da aplicação específica que se deseja fazer. As 

diferentes técnicas fornecem diversas possibilidades para fazer imagens de diferentes tipos de 

amostras e para gerar uma ampla gama de informações. 

A qualidade das imagens e o modo de operação dependem de diversos fatores como, os 

materiais que compõem a amostra e a ponteira, a distância entre elas, a geometria da ponteira e 

de qualquer tipo de contaminação que houver sobre a superfície da amostra (HOWLAND et al 

1996). Quando a ponteira se aproxima da amostra, inicialmente é atraída pela superfície, devido 

a uma ampla gama de forças atrativas existentes na região, como as forças de Van der Waals. 

Esta atração tende a aumentar até o ponto de a ponteira aproximar-se muito da amostra, desta 

forma, os átomos de ambas estão tão próximos que seus orbitais eletrônicos começam a se 

repelir. Esta repulsão eletrostática enfraquece a força atrativa à medida que a distância diminui. 

A força anula-se quando a distância entre os átomos é da ordem de alguns ângstrons (ordem da 

distância característica de uma união química). 

Quando as forças se tornam positivas, podemos dizer que os átomos da ponteira e da amostra 

estão em contato e as forças repulsivas acabam por dominar. (WORCESTER et al.,1988). A 

figura 11 ilustra as etapas para obtenção de imagem por meio do microscópio de Força Atômica. 

As análises do tipo não contato prevalece nos estudos de superfícies sensoras. Neste sentido, 

o processo de avaliação vai ser determinado pelos arranjos e modificações prévias realizadas 

para a obtenção da camada de ligação e por fim o ensaio de biointeação via anticorpo-antígeno 
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ou outro processo bioquímico dominante que se queira avaliar (sonda-DNA, hormônio- 

receptor, lectina-carboidrato, peptídeo-bactéria, aptâmero-substrato, etc). 

Figura 11- Princípio de funcionamento do microscópio de Força Atômica. 

 

 
Fonte: Adptada pelo autor 

 
 

A Figura 12 ilustra a variação de força em função da distância de separação a partir da 

interação entre ponta e amostra. As forças envolvidas no funcionamento do AFM são do tipo 

van der Waals (MAGNOV et al 1996). 

 
Figura 12- Gráfico de força interatômica vs. distância entre a sonda e a amostra 

(extraída de Dotto 2003). 

 

 

Os substratos mais comumente empregados nos estudos com AFM são vidro, mica e 

substratos à base de silício, que podem apresentar um filme metálico sobre a superfície. A 

superfície de mica é comumente utilizada para obtenção de imagens topográficas de proteínas 
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por AFM devido ao caráter hidrofílico, ao fato de ser atomicamente plano e de possuir alta 

afinidade por moléculas bioquímicas. 

Para estudo de amostras biológicas é importante encontrar o método adequado de 

imobilização das moléculas no substrato e que não cause alteração estrutural do sistema. Vários 

trabalhos, envolvendo a modificação química de superfícies e imobilização de moléculas, foram 

desenvolvidos para obtenção de imagens topográficas de alta resolução da interação de sonda- 

alvo de DNA com a técnica de AFM, através do monitoramento direto (FERREIRA e 

YAMANAKA, 2006). Pode-se observar que a partir das imagens topográficas é possível 

observar o número de interações entre as moléculas que interagem por meio de hibridização, 

avaliação de interações específicas e não específicas. 

Desta forma, o AFM vem sendo utilizado como uma ferramenta útil no estudo de superfícies 

modificadas com o intuito de observar biointeração do tipo antígenoanticorpo, proteína- 

carboidrato, hibridização de fitas de DNA e morfologia associado aos processos de 

modificação. A microscopia de força atômica para sensores eletroquímicos é de grande valia 

para avaliação da topografia das superfícies demonstrando ser uma etapa importante para 

monitoramento do processo de modificação etapa por etapa, seja por eventos de adsorção física 

como por adsorção química. 
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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 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. An increase in the impedimetric 

response was observed after exposure to samples containing OTA due to the interaction 

between aptasensor and mycotoxin. The resistance charge transfer (Rct) increase proportionally 

to OTA concentrations. 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 topographic images of the different 

biosensor surfaces were evaluated by atomic force microscopy with notable changes after 

surface modifications. Also, Rct values from Cys-CNT-ZnO-biosensor revealed no changes 

after aflatoxin B1, patulin, and aflatoxin mix (B1, B2, G1, and G2) exposition. In addition, the 

proposed device was capable of detecting OTA in contaminated ground and roasted coffee 

samples. 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; electrochemical 

impedance spectroscopy 
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1. Introduction 

According to the International Coffee Organization, diverse factors such as inadequate 

transport, humidity and temperature are favorable to fungal growth and proliferation of 

Ochratoxin A (OTA) [1]. OTA is a mycotoxin produced by fungi of the genus Aspergillus and 

Penicillium. Of note, OTA represents one of the most prevalent mycotoxins in the 

contamination of the agricultural products causing health risks [1, 2] 

According to International Agency for Research on Cancer (IARC), OTA is classified in the 

group 2B that indicates a possible carcinogenic action for humans, mutagenic effects, 

teratogenic and immunosuppressive activities. In addition, OTA has been shown nephrotoxic 

action associated with a renal disease known as Balkan nephropathy [3]. OTA is considered a 

public health problem because affects infants and young children due to their diet [4]. 

OTA has been detected in essential products for daily human consumption as grape, coffee, 

oats, wheat, corn, rice, barley, infant food, cocoa, among others [3, 5-8] The process of 

contamination can still occur in the field from the improper handling of the equipment used to 

process the food. In addition, a favorable environment to fungus growth is obtained during 

inadequate transport and/or storage [1]. 

The European Union has established a tolerable weekly intake of 120 ng of OTA per kg of body 

weight (Commission Regulation No. 594/2012)[9]. The presence of OTA at high levels in 

coffee has been observed around the world [5, 10, 11]. Thus, it is important to develop new 

detection methods increasingly precise, fast and at a lower cost, aiming to reduce 

socioeconomic impacts that a world food such as coffee causes if its production is affected. 

Immunoassay test requires labeling, laborious washing, and based on a competitive reaction to 

detect small molecules such as OTA. However, their sensitivity is lower than it would be for a 

noncompetitive reaction [12]. Also, a wide range of commercial enzyme-linked 

immunosorbent assays are available in the market, but this technique provides many false 

positives and false negatives [13]. New alternatives are important to guarantee sensibility and 

adequate detection of OTA. 

Aptamers are an excellent alternative for the development of sensor platforms since they present 

greater stability as compared with antibodies [14]. Aptamers are constituted by an artificial 

single-stranded nucleic acid with an affinity for targets as proteins, cells, small ions and 

molecules [15]. Currently, aptamer-based biosensors (so-called aptasensors) include 

colorimetric [16] and electrochemical aptasensors [17, 18]. 

The modification of an electrochemical surface is essential for the construction of a biosensor. 

The association of molecules and nanostructures has been commonly used for immobilization 
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of biomolecules in the electrochemical sensors. Cysteine (Cys) molecules associated with 

nanoparticles and carbon nanotubes are important to ensure efficiency for bio-recognition 

processes. Carbon nanotubes (NTCs) are widely used in the development of high-performance 

electrochemical sensors due to their high chemical stability, electrical conductivity, and 

mechanical strength, in addition to extremely high stiffness [19]. Zinc oxide (ZnO) corresponds 

to a metal oxide nanoparticle with chemical stability and a significant degree of selectivity to 

toxic substances [20]. ZnO nanostructures are notable due to physical and chemical stabilities 

as high oxidative capacity, low cost, high availability and low toxicity [21-23]. The ZnO is a 

type of semiconductor (3.37eV) with significant electrical properties (60 meV) [24]. Also, ZnO 

shows long-term stability, high sensitivity and increase the electrochemical signal [25]. 

Biosensors represent a future trend in the detection of mycotoxins in a wide variety of food 

matrices [26] because of their potential for incorporation into portable devices. For detection of 

OTA, electrochemistry [27-32] is considered one of the most appropriate techniques for 

applications is considered to be the most abundant, at the same time they are capable of higher 

sensitivities of low-cost detection and mainly by enabling the use of chemically modified 

electrodes. Providing greater sensitivity, applicability, and stability for the system being studied 

when compared to unmodified electrodes [33].Our strategy to detect OTA is based on cyclic 

voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The proposed 

electrochemical system is quick to build and stands out as a highly sensitive monitoring 

biosensor for OTA as compared to immunoassays. The biodevice can be used to monitor coffee 

quality and helping farmers to increase the yield of current storage methods. To our best 

knowledge, this study is the first report using CNTs, ZnONPs and aptamer probe to identify 

OTA in coffee samples. 

2. Materials and Methods 

2.1. Materials 

Potassium ferrocyanide and potassium ferricyanide K4 [Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] were obtained 

from VETEC (Brazil). 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC), N- 

hydroxysuccinimide (NHS), multiwall CNT, cysteine, aflatoxin B1, ochratoxin A (OTA), (3- 

aminopropyl) triethoxysilane (APTES), anhydrous toluene, nitric acid and 

tetramethylammonium hydroxide (TMAOH) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 

USA). Sakai Chemical Industry provide ultrafine ZnO powder. The OTA aptamers (OTAapt) 

used were purchased from Integrated DNA Technologies (USA). The aptamer sequence was 

R-5'-GAT CGG GTG TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT CGG ACA-3 '. All other 
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reagents were of analytical grade and purchased from Sigma-Aldrich. All chemicals and 

solvents were of analytical grade and used as received, without further purification. 

2.2. Electrochemical measurements 

EIS and CV measurements were performed on a PGSTAT 128N potentiostat/galvanostat 

(Autolab, Eco Chemie, The Netherlands). CV measurements were performed at 50 mV.s-1 scan 

rate with a potential scan range from -0.2 to 0.7 V. EIS measurements were performed in the 

frequency range from 100 mHz to 100 kHz. The amplitude of the applied sinusoidal wave 

potential was 10 mV relative to the Ag / AgCl reference electrode. Electrochemical data and 

fitting were obtained using NOVA software (Autolab, Eco Chemie, The Netherlands). The 

modified gold electrode was used as working electrode. The platinum wire and Ag/AgCl 

saturated with KCl were used as counter electrode and reference, respectively. Electrochemical 

measurements were performed in the presence of 10 mM K4 [Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] (1:1) 

solution (used as a redox probe) in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). 

2.3 Topographical characterization 

The surface morphology was characterized using non-contact mode atomic force microscope 

(Shimadzu SPM-9500). Cantilevers with a silicon AFM probe (Tap190Al-G, 190 kHz resonant 

frequency, 48 N.m−1 force constant) were used for analyses at ambient conditions in air (~ 

25ºC). Lateral resolution was set to 512 × 512 pixels in a scan area of 5 × 5 μm. At least three 

areas in each sample were macroscopically separated for analysis. 

2.4 ZnONPs modification 

APTES was used for zinc oxide modification, as follow: 1.5 g of zinc oxide was dispersed in 

50 mL distilled water with pH adjusted to 6.5 using 2M HNO3 solution. The suspension was 

stirred for 1 h and then added 1 mL of APTES. The pH was increased to 9.7 due to the basic 

property of the amino group and stabilized to 8.9-9.2. The obtained solution was stirred for 

another 24 h, then the excess APTES was removed by filtration and washing with alcohol and 

acetone. Finally, the powder was dried at 60 ° C under vacuum [34]. 

2.5 Modification of the gold electrode surface 

Initially, the bare gold electrode (BGE) was polished with 0.05 μm of α-Al2O3 paste, carefully 

washed by rinsing and ultra-sonic bath in ultrapure water for 15 min. The modification process 

of the Cys_NTC_ZnO_Apt-modified electrode is shown in Fig. 1. First, 15mM Cys solution (3 

µL) was carefully dropped over the electrode and allowed a 15-min incubation time at 25°C to 

create a self-assembled layer. The electrode was set in an ultrasound bath for 1 min. Cys-CNT 

system was obtained by wise-dropping 2 µL of an aqueous solution containing carboxyl-CNT 

diluted in a 1:1 of a EDC (0.4 M):NHS (0.1 M) on cys-modified electrode, and incubated for 
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30 min at 25°C. Afterwards  

20 min to obtain Cys-NTC-ZnONPs system. Su  

EDC (0.4 M), aptamer and NHS (0.1 M) was added to the previous platform during 40 min. 

Finally, the remaining nonspecific sites were blocked with 1μL of a 10% w/v BSA solution 

incubated for 5 min. After this process, the aptasensor was tested against OTA samples. 

2.6 Detection of OTA in coffee 

The biosensing ability of the Cys-CNT-ZnONPs-Apt-modified electrode was evaluated by 2 

μL of standard solutions adjusted at different concentrations of OTA [1, 25, 50, 75 and 100 

pg mL-1]. The aptasensor was tested against 2 μL roast ground coffee samples containing OTA 

[1, 25, 50, 75 and 100 pg mL-1]. OTA was extracted from coffee samples with methanol process 

[35], followed by clarification through the centrifugation process. Subsequently, the 

supernatant was collected and evaporated [36]. 

3. Results and Discussion 

3.1 Topographical analyses 

Fig. 2 shows the surface roughness of the electrode after the assembly process. Cys molecules 

are organized as a self-assembled monolayer (SAM) on the gold electrode surface favored by 

its terminal thiol groups (Fig. 2a). Cys layer results in a surface topography with a height of 33 

nm, similar to previous results [37, 38]. In addition, after CNT immobilization on Cys layer, 

we observed a new height of 44 nm (Fig. 2b). Fig. 2c revealed a change in the morphology of 

the surface after conjugation of the ZnONPs. The surface height for Cys-CNTs-ZnO and Cys- 

CNTs-ZnO-Apt was 61 nm and 81 nm, respectively (Fig. 2 c and d). We observed changes in 

the topography of the sensor system after exposure to OTA samples resulting in height ~119 

nm (Fig. 2e). In addition, non-significant differences in the morphology of the biosensor were 

observed after contact with Aflatoxin A (height ~84 nm) (Fig. 2f). Therefore, our results suggest 

the specificity and selectivity of the sensing platform. 

3.2 Electrochemical characterization 

The voltammetric analysis of the assembly process is shown in Fig. 3a. We observed that the 

BGE signal shows a reversible voltammogram compatible with the redox probe response. A 

decrease in the amperometric response was observed after modifying the electrode to obtain the 

aptasensor. Cys layer results in a decrease of the anodic and cathodic peaks (Fig. 3a). Cys 

molecules have thiol groups that strongly interacts with gold by chemisorption. The presence 

of Cys layer on the electrode is essential for the development of nanostructured sensors. The 

Cys-CNTs system results in a higher oxidation and reduction peaks of the redox pair with 

responses similar to the BGE (data not shown). The addition of the ZnONPs on the Cys-CNTs- 
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modified electrode resulted in a decrease in the amperometric response. A sharp decrease in the 

current peaks signals (Fig. 3a) was obtained after aptamer immobilization on the Cys-CNTs- 

ZnONPs nanostructured platform. The extent of adsorption can be expressed in a relative 

percent deviation (RPD), 

[( 
1 

− 
1 

)] 
  

(%) =        

1/  
(1) 

where Ib and Ia correspond to the anodic peak current before and after the hybridization process, 

respectively. RPD results for Cys-CNTs-ZnONPs-Apt-modified electrode before and after the 

reaction with different concentrations of OTA are shown in Table 1. 

We observed a reduction of the oxidation/reduction signals of the sensor after exposure to OTA 

samples, including separation of the anode and cathode peaks. Despite the quasi-reversible 

behavior observed, the obtained results suggest that the deceleration of the redox couple transfer 

rate is mainly operated by the amount of the surface coating. The EIS data were fitted with a 

Randles equivalent electrical circuit (Fig. 3b). The circuit includes the ohmic resistance of the 

redox probe (Rs), the Warburg (W) impedance caused by diffusion of electrolyte ions by mass 

to the electrode interface, a constant phase element (CPE) and resistance to charge transfer 

(Rct). Rct is related to the redox processes that occur near the surface of the electrode. 

The impedimetric response of the sensor system was evaluated based on the Nyquist plots. The 

Cole-Cole-shaped diagrams have two distinct segments, a semicircle at higher frequencies 

attributed to the electron transfer, and a posterior straight line occurring at lower frequencies 

attributed to the process of limited diffusion electron transfer. We observed at each step of the 

aptasensor assembly an increase in the diameter of the Nyquist semicircle that is proportional 

to Rct, except for CNTs. 

BGE impedimetric response is mainly related to diffusion processes (Rct ~ 0.077 kΩ). After 

obtaining the Cys-NTCs-ZnONPs-Apt nanostructured system, an increase in the impedimetric 

response (Rct = 0.13 kΩ) was observed due to a layer shielding effect avoiding electrochemical 

probe transfer. An additional blocking layer was observed after contact with OTA samples, 

decreasing the redox probe flow. 

3.3 Optimization of experimental conditions for OTA detection 

To assess reproducibility and standard experimental deviation (S.D.), the following data is 

presented as the result of three replicates performed for each sample. We can see a gradual 

increase in the Rct resistance from 0.13 kΩ (1 pg.mL-1) to 0.509 kΩ (100 pg.mL-1). The 

voltammetric and impedimetric responses of the aptasensor against OTA (1, 25, 50, 75 and 100 

pg.mL-1) are shown in Fig. 4. The scattered points represent the experimental results while the 
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solid black lines correspond to adjustment curves of the equivalent circuit. The equivalent 

circuit analysis is shown in Table 2. Rct is the most sensitive parameter and, therefore, it is 

convenient to evaluate the interaction of the sensor with the toxin regarding the relative 

variation of Rct, defined as: 

%∆  = | − 1−
|  100  , (2) 

 

RctB and RctB-OTA correspond to the biosensor response before and after interaction with 

OTA, respectively. The relationship between ΔRct% and OTA concentration is shown in Fig. 

5a. 

on sites, can 

be calculated by:   = 1 − /  (3) 

where RB is the charge transfer resistance for Cys-NTCs-ZnONPs-Apt system, and RC is the 

charge transfer resistance obtained after recognition of different OTA concentrations. Fig. 5b 

concentration  

OTA concentration and is found to be 0.70 (70%) of the 100 pg.mL-1. 

3.4 Sensor Selectivity 

Selectivity was assessed by testing the sensor towards roasted coffee samples contaminated 

with OTA for positive samples and aflatoxins B1, B2, G1, G2, and Patulin as negative samples. 

These mycotoxins have in common carcinogenic properties, lesions in the organs, and induce 

suppression in the immune system [3]. 

No significant response was observed after the interactions of aflatoxins B1, B2, G1, G2, and 

Patulin at a concentration of 25 pg.mL-1 (Table 2). Of note, these toxins does not interfere with 

the system's ability to OTA detection. 

3.5 OTA detection in roasted coffee samples 

Tests were performed to validate the proposed platform for OTA detection in roasted 

coffee samples. According to EU, the tolerable limit is 120 ng OTA per kg of body weight 

ingested per week [9]. The obtained values present values of standard deviation (less than 1%), 

indicating the validation of the developed sensor. The analytical results (Rct %) for the OTA 

recognition in roasted coffee samples are presented in Fig. 6. 

Some reports using aptamers and analytical methods to detect Ochratoxin A are 

available and demonstrated both the good sensitivity and dynamic range of the electrochemical 

aptasensor of this research [39-42]. The developed system is simple, fast and low cost. 

Aptamer-CNT-based transducers are relatively easy and fast to construct. The presented 

Impedimetric strategy associated with carbon nanotubes allowed a specific evaluation without 
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a chemical label. Also, Cys layer was capable of permitting CNT and ZnONPs immobilization, 

to enable aptamer linkage and maintenance of the binding action. 

Our results indicate that the aptamer assay can be applied as an analytical method for 

OTA detection in roasted coffee samples. 

4. Conclusions 

In this study, we have presented a simple and low cost aptasensor platform based on cysteine self- 

assembled layer, carboxyl-functionalized CNTs and ZnONPs for OTA detection in ground and 

roasted coffee samples. CV and EIS were applied to evaluate the OTA detection in the presence of 

the K4[Fe(CN)6]
4-/K3[Fe(CN)6]

3- redox probe. CV and EIS techniques revealed be useful for 

monitoring each stage of sensor development. The aptamer maintained its biological activity after 

immobilization on the electrode surface. We demonstrated that the sensor platform could be used to 

detect OTA in the ground and roasted coffee samples with high selectivity and sensitivity with a 

detection limit of 1.0 pg.mL-1. The obtained level of sensitivity facilitates the use as a portable label- 

free sensor and for continuous quality monitoring of ground and roasted coffee samples. 
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Table 1. Amperometric anodic displacement for aptasensor before and after hybridization 

with ochratoxin A. 

Table 2. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results. 
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Figure Captions 

 
 

ANEXO AS IMAGENS DO PAPER 
 

 

 

 

 

 



60  
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



61  
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



62  
 

 
 

REFERENCES 

[1] Nemeab, K., Mohammed, A. Mycotoxin occurrence in grains and the role of postharvest 

management as a mitigation strategies. Food Control, 78 (2017), 412-425. 

[2] Al-Anati, L., Petzinger, E. Immunotoxic activity of ochratoxin A. Journal of Veterinary 

Pharmacology and Therapeutics, 29 (2006) 79–90. 

[3] K´oszegi, T., and Poór, M. Ochratoxin A: Molecular Interactions, Mechanisms of Toxicity 

and Prevention at the Molecular Level. Toxins 8 (2016), 1-25. 

[4] Pereira, V.L., Fernandes, J.O., Cunha, S.C. Mycotoxins in cereals and related foodstuffs: A 

review on occurrence and recent methods of analysis. Trends in Food Science & Technology. 

36 (2014) 96-136. 

[5] Benites, A.J., Fernandes, M., Boleto, A. R., Azevedo, S., Silva, S., Leitão, A. L. Occurrence 

of ochratoxin A in roasted coffee samples commercialized in Portugal. Food Control, 73 (2017) 

1223-1228. 

[6] Lee, H. J., Ryu, D. Significance of Ochratoxin A in Breakfast Cereals from the United 

States. Journal of Agricultural Food Chemistry, 63 (2015) 9404–9409. 

[7] Cappozzo, J., Jackson, L., Lee, H. J., Zhou, W., Al-taher, F., Zweigenbaum, J., RYU, D. 

Occurrence of Ochratoxin A in Infant Foods in the United States. Journal of Food Protection, 

80 (2017) 251–256. 

[8] Villamizar-gallardo, R., Cruz, J.F.O., Ortiz-Rodriguez,O.O. Efeito fungicida de 

nanopartículas de prata em fungos toxigênicos em cacaueiro. Pesquisa Agropecuária Brasileira, 

v. 51, n. 12, p. 1929-1936, 2017. 

[9] Dzuman, Zbynek, et al. "Multi-analyte high performance liquid chromatography coupled to 

high resolution tandem mass spectrometry method for control of pesticide residues, 

mycotoxins, and pyrrolizidine alkaloids." Analytica chimica acta863 (2015): 29-40. 

[10] Jørgensen K. Occurrence of ochratoxin A in commodities and processed food--a review of 

EU occurrence data. Food Additives & Contaminants, 22 (2005) 26-30. 

[11] García-Moraleja, G., Font, G., Mañes, J., Ferrer, E. Analysis of mycotoxins in coffee and 

risk assessment in Spanish adolescents and adults. Food and Chemical Toxicology, 86 (2015) 

225-233. 

[12] Long, F., Zhu, A. N., Sheng, J. W., He, M., & Shi, H. C. Matrix effects on the microcystin- 

LR fluorescent immunoassay based on optical biosensor. Sensors, 9 (2009) 3000–3010. 

 
[13] Flajs, D., Domijan, A.M., Ivic, D., Cvjetkovic, B., Peraica, M. ELISA and HPLC analysis 

of ochratoxin A in red wines of Croatia. Food Control, 20 (2009) 590–592. 



63  
 

 
 

[14] O‟Sullivan, C.K. Aptasensors – the future of biosensing? Analytical and Bioanalytical 

Chemistry, 372 (2002) 44–48. 

[15] Hamula, C. L., Peng, H., Wang, Z., Tyrrell, G. J., Li, X. F., Le, X. C. An improved SELEX 

technique for selection of DNA aptamers binding to M-type 11 of Streptococcus pyogenes. 

Methods, 97 (2016) 51-57. 

[16] Lv, Z., Chen, A., Liu, J., Guan, Z., Zhou, Y., Xu, S., & Li, C. (2014). A simple and sensitive 

approach for ochratoxin A detection using a label-free fluorescent aptasensor. PLoS One, 9 

(2014), 85968-85972. 

[17] Meirinho, S. G., Dias, L. G., Peres, A. M., Rodrigues, L. R. Development of an 

Electrochemical Aptasensor for the Detection of Human Osteopontin. Procedia Engineering, 

87, 2014, 316-319. 

[18] Ghanbari, K., Roushani, M. A novel electrochemical aptasensor for highly sensitive and 

quantitative detection of the streptomycin antibiotic. Bioelectrochemistry, 120 (2018) 43-48. 

[19] Asuri, P., Bale, S. S., Pangule, R. C., Shad, D. A., Kane, R. C., Dordick, J. S. Structure, 

function, and stability of enzymes covalently attached to single-walled carbon nanotubes. 

Langmuir 23 (2007) 12318-12321. 

[20] Patel, P., Kansara, K., Senapati, V. A., Shanker, R., Dhawan, A., Kumar, A. Cell cycle 

dependent cellular uptake of zinc oxide nanoparticles in human epidermal cells. Mutagenesis, 

31 (2016) 481-490. 

[21] Seongpil A., Bhavana N. J., Min W. L., Young, K., Sam S. Y. Electrospun graphene-ZnO 

nanofiber mats for photocatalysis applications. Applied Surface Science, 294 (2014) 24-28. 

[22] Nai-Feng, H., Ming, C., Kuei-Ting, H. Rapid synthesis of ZnO dandelion-like 

nanostructures and their applications in humidity sensing and photocatalysis. Materials Science 

in Semiconductor Processing, 21 (2014) 200-205. 

[23] Juan, X., Hu, W., Ming, D., Liehui, Z. Synthesis and photocatalysis properties of ZnO 

structures with different morphologies via hydrothermal method. Applied Surface Science, 257 

(2011) 6358-6363. 

 
[24] Low, S. S., Loh, H. S., Boey, J. S., Khiew, P. S., Chiu, W. S., Tan, M. T. Sensitivity 

enhancement of graphene/zinc oxide nanocomposite-based electrochemical impedance 

genosensor for single-stranded RNA detection. Biosensors and Bioelectronics, 94 (2017) 365- 

373. 



64  
 

 
 

[25] Salih, E., Mekawy, M., Hassan, R. Y., El-Sherbiny, I. M. Synthesis, characterization and 

electrochemical-sensor applications of zinc oxide/graphene oxide nanocomposite. Journal of 

Nanostructure in Chemistry, 6 (2016), 137-144. 

[26] M. Puiu, C. Bala, N. Jaffrezic-Renault, Progress in biosensor for mycotoxins assay, Chem. 

Sensor 4 (2014) 1–10. 

[27] B. Prieto-Simon, M. Campas, J.L. Marty, T. Noguer, Novel highly-performing 

immunosensor-based strategy for ochratoxin A detection in wine samples, Biosens. 

Bioelectron. 23 (2008) 995–1002. 

[28] M. Heurich, M.K.A. Kadir, I.E. Tothill, An electrochemical sensor based on 

carboxymethylated dextran modified gold surface for ochratoxin A analysis, Sensor Act. B 156 

(2011) 162–168. 

[29] J.C. Vidal, L. Bonel, A. Ezquerra, P. Duato, J.R. Castillo, An electrochemical 

immunosensor for ochratoxin A determination in wines based on a monoclonal antibody and 

paramagnetic microbeads, Anal. Bioanal. Chem 403 (2012) 1585–1593. 

[30] J. Yang, P. Gao, Y. Liu, R. Li, H. Ma, B. Du, Q. Wei, Label-free photoelectrochemical 

immunosensor for sensitive detection of Ochratoxin A, Biosens. Bioelectron. 64 (2015) 13–18. 

[31] L. Bonel, J.C. Vidal, P. Duato, J.R. Castillo, Ochratoxin A nanostructured electrochemical 

immunosensors based on polyclonal antibodies and gold nanoparticles coupled to the antigen, 

Anal. Method 2 (2010) 335–341. 

[32] M.A. Alonso-Lomillo, O. Dominguez-Renedo, L. Ferreira-Goncalves, M.J. Arcos- 

Martinez, Sensitive enzyme-biosensor based on screen-printed electrodes for Ochratoxin A, 

Biosens. Bioelectron. 25 (2010) 1333–1337. 

[33] Pereira, A. C.; Santos, A. D. S. and Kubota, L. T.; Tendências em modificação de eletrodos 

amperométricos para aplicações eletroanalíticas. Química Nova, 25 :(2002, 1012-1021. 

[34] Grasset, F., Saito, N., Li, D., Park, D., Sakaguchi, I., Ohashi, N., Duguet, E. Surface 

modification of zinc oxide nanoparticles by aminopropyltriethoxysilane. Journal of Alloys and 

Compounds, 360 (2003) 298-311. 

 
[35] Geremew, T., Abate, D., Landschoot, S., Haesaert, G., Audenaert, K. Occurrence of 

toxigenic fungi and ochratoxin A in Ethiopian coffee for local consumption. Food Control, 69 

(2016) 65-73. 

[36] Haskard, C. A., Binnion, C., Ahokas, J. Factors affecting the sequestration of aflatoxin by 

Lactobacillus rhamnosus strain GG. Chemico-Biological Interactions, 128 (2000) 39-49. 



65  
 

 
 

[37] Simão E. P., Barbieri G. J. L. S., Andrade C. A. S, Oliveira M. D. L. Biosensor Based on 

Cysteine Monolayer and Monoclonal Antibody for Specific Detection of Aflatoxin B1 in Rice. 

Journal of the Brazilian Chemical Society, 27 (2016) 1040-1047. 

[38] Huayhuas-Chipana B.C, Gomero J.C.M, Sotomayor M.D.P.T. Nanostructured screen- 

printed electrodes modified with self-assembled monolayers for determination of 

metronidazole in different matrices. Journal of the Brazilian Chemical Society, 25 (2014) 1737- 

1745. 

[39] Castillo, G., Lamberti, I., Mosiello, L., Hianik, T. Impedimetric DNA Aptasensor for 

Sensitive Detection of Ochratoxin A in Food. Electroanalysis, 24 (2012) 512-520. 

[40] Mishra, R.K., Hayat, A., Catanante, G., Istamboulie, G., Marty, J.L. Sensi-tive quantitation 

of ochratoxin A in cocoa beans using differential pulsevoltammetry based aptasensor, Food 

Chemistry, 192 (2016) 799–804. 

[41] Rhouati, A., Hayat, A., Hernandez, D.B., Meraihi, Z., Munoz, R., Marty, J.L. Development 

of an automated flow-based electrochemical aptasensor foron-line detection of ochratoxin A, 

Sensors and Actuators B: Chemical, 176 (2013)1160–1166. 

[42] Mishra, R.K., Hayat, A., Catanante, G., Ocana, C., Marty, J.L. A label free aptasensor for 

ochratoxin A detection in cocoa beans: an application tochocolate industries, Analytical 

Chimica Acta, 889 (2015) 106–112. 



66  
 

 
 

5 CONCLUSÕES 

 

 

Neste estudo, desenvolvemos duas plataforma sensoras, simples, de baixo custo e rápida, para 

detecção sensível e específica das micotoxinas AFB1 e OTA. Foi possível detectar AFB1 e 

OTA em farinha de milho e café, respectivamente. Com o emprego de nanotubos de carbono 

modificados com grupo COOH permitiu a manutenção da taxa de transferência de elétrons o 

que favoreceu à condutividade do sistema. 

Em adição, os NTCs propiciaram um aumento da área de superfície para o adequado 

ancoramento do anticorpo anti-aflatoxina A e manutenção de sua conformação estrutural e 

bioativade. As técnicas eletroquímicas empregadas: espectroscopia de impedância 

eletroquímica e a voltametria cíclica foram úteis na avaliação do processo de 

bioreconhecimento e formação do complexto anticorpo-antígeno. 

A variação relativa da impedância ( RCT%) demosntrou comportamento linear com aumento 

da concentração da AFB1 e em amostras de farinha de trigo. Já o emprego do aptâmero para 

OTA ocorreu por meio da imobilização covalentemente às nanopartículas de óxido de zinco. O 

Sistema Cys-ZnONPs-Apt demonstrou capacidade de detecação de OTA em amostras de pó 

comercial de café. 

A utilização da microscopia de força atômica foi capaz de demonstrar a topografia das 

diferentes etapas de construção dos biossensores sendo evidenciado um aumento da rugosidade 

quando observada a presenção do complexo aptâmero-OTA. 

As avaliações das correntes de pico anódicas de catódicas foram eficientes para caracterização 

dos sistemas sensores para AFLA e OTA. Os sistemas desenvolvidos demonstaram que o uso 

de nanoestruturas são eficientes para a imobilização de anticorpos e aptâmeros. 

Visto as plataformas apresentadas atingiram uma excelente sensibilidade atingindo limites de 

detecção na escala de picogramas, o que ressalta a utilidade desses sensores na detecção das 

toxinas citadas, como também no melhoramneto dos alimentos desde do armazenamento até 

seu consumo. Desta forma, o imunosensor e o aptasensor desenvolvidos são ferramentas úteis 

para análise de toxinas em alimentos. 
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DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO IMOBILIZADAS EM CAMADAS 

AUTOMONTADAS PARA SEU USO EM SEGURANÇA ALIMENTAR 

 
01 Campo da Invenção 

02 O processo aqui apresentado é um método para formular e construir dispositivos 

biossensores baseados em nanoestruturas de carbono e o aminoácido sulfurado cisteína ou 

qualquer outra biomolécula sulfurada para a imobilização de imunoglobulinas, sendo estendido 

a aptâmeros, proteínas ligantes a hidratos de carbono ou quaisquer outras biomoléculas que, 

natural ou artificialmente, sejam criadas ou selecionadas para reconhecer moléculas tóxicas de 

interesse para a segurança alimentar. Nesta patente, destacamos dispensar o uso de moléculas 

orgânicas ou inorgânicas sulfuradas, de difícil descarte e/ou de alta toxicidade para o meio 

ambiente, as quais são rotineiramente utilizadas como ligantes entre a camada transdutora e 

superfícies metálicas, óxido metálicas ou derivadas de carbono durante o desenvolvimento de 

superfícies biossensoras. 

03 A presente invenção é relevante para as mais diversas aplicações e desenvolvimento 

de dispositivos de diagnóstico conhecidos como imunossensores eletroquímicos 

nanoestruturados, com ênfase nos constituídos por materiais carboxilados ou aminados. 

Outrossim, refere-se a métodos e composições para detecção de uma ou mais moléculas tóxicas 

de interesse para a segurança alimentar quando encontradas em concentrações mínimas na faixa 

de picograma por mililitro. Este método de detecção pode ser classificado dentro do grupo dos 

nanossensores pois sua capacidade de detecção depende da aplicação de estruturas de carbono 

em nanoescala, cuja função é a de constituir a camada transdutora. Já a especificidade sensora 

está relacionada diretamente com o uso de 
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anticorpos, criados ou selecionados, para reconhecer moléculas tóxicas de interesse para 

a segurança alimentar. 

04 Sumário 

05 A presente patente descreve procedimentos e metodologias para promover a 

modificação química de eletrodos metálicos ou óxido metálicos com a intenção de serem 

utilizados como plataformas em sensores eletroquímicos impedimétricos. Com esta finalidade, 

é descrito um método de química molhada por etapas. Para isso, deve ser realizada a 

imobilização covalente de uma camada de bioreconhecimento na superfície transdutora 

nanoestruturada. Por sua vez, a nanoestrutura deve se encontrar previamente ligada 

covalentemente à superfície de um eletrodo metálico ou óxido metálico por meio do uso de 

biomoléculas contendo grupos funcionais livres para serem aproveitados em ligações 

covalentes ou então, utilizando quaisquer métodos de ancoragem que empreguem os defeitos 

atômicos da rede cristalina do substrato a ser empregado. 

06 Anterioridades: Estado da Técnica 

07 A classificação dos perigos alimentares é feita, principalmente, com base na natureza 

biológica, química ou física. Dentre os mencionados, os perigos biológicos estão associados 

principalmente com fatores não controláveis e dependem de condições ambientais como 

temperatura e umidade, inclusive antes do processamento dos alimentos [053]. O crescimento 

dos microrganismos ocorre naturalmente durante a deterioração dos alimentos. Embora alguns 

deles sejam usados controladamente na fermentação de determinados alimentos para o 

aprimoramento de suas características organolépticas, o crescimento de eventuais 

microrganismos patogênicos pode ser igualmente favorecido. De fato, independentemente da 

qualidade dos alimentos, é normal encontrar 
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um determinado nível aceitável de microrganismos patogênicos nos alimentos crus [054]. 

Adicionalmente, o armazenamento e/ou manipulação inadequada dos alimentos contribui 

significativamente para a rápida multiplicação destes microrganismos, incrementando dessa 

maneira a periculosidade do alimento [055]. 

08 Como resultado do crescimento descontrolado de microrganismos patógenos, ocorre 

o aumento proporcional na concentração de metabolitos secundários tóxicos para o ser humano 

[056]. Nesta categoria encontramos as aflatoxinas. Produzidas por fungos das espécies 

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, estas biomoléculas formam parte do maior grupo 

de carcinógenos alimentares exógenos conhecidos. As aflatoxinas também representam o grupo 

de micotoxinas com maior número de resultados positivos em alimentos já relatado [057]. No 

âmbito internacional, a AOAC (Association of official analytical chemists) recomenda que a 

confirmação do diagnóstico positivo para aflatoxinas seja realizada tanto por métodos 

qualitativos como quantitativos, baseados em cromatografia de camada fina e cromatografia 

líquida de alto rendimento, ou então por métodos imunológicos como o teste ELISA. Contudo, 

a necessidade de pessoal especializado e treinado para a correta realização dos complicados 

protocolos, dificultam ainda a sua utilização como alternativa rápida e de monitoramento 

contínuo durante o processamento ou manipulação de alimentos. Por sua parte os imunoensaios 

abrangem grande parte do mercado da segurança alimentar, e são implementados por 

disponibilizar métodos que podem ser muito bem utilizados dentro e fora dos laboratórios sem 

precisar de equipamentos especializados e relativamente caros. Embora os imunoensaios sejam 

conhecidos por sua notável especificidade, ressaltamos que no caso de testes colorimétricos 

como o ELISA, o limite de detecção pode ser afetado pela alta 
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probabilidade de obter reações cruzadas entre os cromóforos e moléculas naturalmente 

presentes nas amostras obtidas diretamente dos alimentos como, por exemplo, as gorduras 

[058]. 

09 Como alternativa, os biossensores têm sido propostos como uma ferramenta rápida e 

barata para a detecção de aflatoxinas, visando conseguir ou melhorar a sensibilidade, acurácia 

e especificidade dos métodos convencionais [059]. De fato, nos últimos 15 anos, o uso de 

diferentes técnicas de transdução para a biodeteção de micotoxinas em alimentos têm sido 

amplamente exploradas. Resultados promissores demonstram a diminuição de riscos durante a 

manipulação das amostras, sobretudo, devido a que neste processo de detecção, precisa-se de 

uma pequena quantidade de amostra cujo fator de diluição corresponde propriamente ao limite 

de detecção [060]. Consequentemente, destacamos que a utilização do immunosensor 

eletroquímico baseado em nanoestruturas de carbono e cisteína aqui apresentado, também pode 

ser considerado seguro para uso por pessoal técnico não especializado para aplicações em 

segurança alimentar. 

10 O uso de eletrodos nanoestruturados como ferramentas da química analítica vem se 

tornando uma tendência em diversas áreas da ciência aplicada. Reiteradamente, o 

melhoramento da sensibilidade, seletividade e rendimento dos sensores analíticos 

eletroquímicos e biossensores é atribuída ao aumento do desempenho eletroanalítico dos 

eletrodos nanoestruturados [061]. Conforme descrito no presente relatório, o procedimento 

objeto desta patente, aprimora características amplamente desejadas nos biossensores, tais 

como área superficial, sensibilidade, estabilidade e biocompatibilidade. 
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11 Dentre os biossensores eletroquímicos, os baseados no princípio impedimétrico são 

especialmente reconhecidos por sua alta sensibilidade. Muitas alternativas têm sido exploradas 

para aprimorar sua seletividade e estabilidade, com o objetivo de tentar conseguir uma resposta 

rápida a partir do uso mínimo de reagentes e de amostras sem prétratamento [062]. Destaca-se 

que o funcionamento destes dispositivos é simples. A presença e concentração do analito de 

interesse pode ser determinado na superfície do eletrodo a partir das mudanças da corrente 

elétrica resultantes da oxidação ou redução de uma solução de espécies eletroativas, na qual o 

biossensor deve se encontrar submerso. 

12 Em eletroquímica, os eletrodos de carbono são conhecidos por seu baixo custo, boa 

transferência de elétrons e biocompatibilidade. Apesar disso, os nanomateriais de carbono se 

encontram ainda sob investigação para se conseguir o desempenho especulado com base em 

suas propriedades catalíticas e eletrônicas intrínsecas [063]. 

13 As nanoestruturas de carbono apresentam propriedades dimensionais, eletroquímicas 

e catalíticas bem documentadas que as tornam em candidatas ideais a serem empregadas na 

nanoestruturação dos biossensores [062]. Ademais, sua inocuidade ao meio ambiente e 

compatibilidade biológica [064] se apresentam como características adequadas para seu uso no 

desenvolvimento de biossensores de monitoramento contínuo in vivo. Desde a descoberta dos 

fulerenos, os materiais carbônicos estruturados à nanoescala contam com grande popularidade. 

Praticamente, o acúmulo de excelentes pesquisas se focam no estudo de suas propriedades 

eletrônicas, magnéticas e ópticas, que podem ser customizadas a partir do arranjo estrutural da 

rede hexagonal de carbonos unidos por ligações Sp2, comum a todas elas. Até a presente data, 

já foram descritas um grande número de nanoestruturas de carbono tais 
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como os nanocones, nanodiscos, toróides, schwarzitas, nanotubos de carbono, grafeno e, 

posteriormente, as nanofitas de grafeno. Outrossim, as propriedades mais destacadas na 

literatura estão relacionadas principalmente com o fato dos materiais em nanoescala 

apresentarem um destacado aumento da área superficial associado à diminuição de volume. 

Claramente, o uso de nanopartículas representa uma solução prática para o aumento da área 

superficial, e assim, da densidade dos sítios para modificação química. 

14 A grande maioria das metodologias que empregam nanoestruturas de carbono para a 

modificação de eletrodos de uso eletroquímico envolvem interações físico-químicas [065]. 

Contudo, interações fracas e não direcionadas são insuficientes para resistir aos mais simples 

protocolos de preparação de biossensores. Por outro lado, quando ligações covalentes são 

exploradas, moléculas altamente tóxicas como os organo-silanos, são preferidas [066-068]. Por 

estas razões, mostraremos a seguir que o maior diferencial encontrado na presente invenção, 

com relação aos trabalhos publicados, tanto na literatura científica quanto na de patentes, 

corresponde ao uso de biomoléculas sulfuradas inócuas com o objetivo de imobilizar 

covalentemente nanoestruturas de carbono na superfície de eletrodos metálicos ou óxido 

metálicos. 

15 Diversas publicações científicas demonstram certa facilidade na modificação de 

eletrodos de carbono vítreo ou de ouro [063, 069, 070]. Uma técnica popularizada até o 

momento é a de gotejamento direto. Como requisito, é necessário conseguir preparar uma 

solução homogênea de qualquer tipo de nanoestrutura ou compósito a ser testada como 

plataforma eletroquímica. Contudo, diversas contradições quanto a natureza do material e o 

solvente selecionado são encontradas na literatura. Ademais, soluções coloidais são igualmente 

empregadas [071-073]. Uma vez obtida 
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a solução desejada, o eletrodo a ser modificado é tratado com uma limpeza excepcional. 

Água régia, diversos ácidos e solventes orgânicos além de protocolos de polimento e sonicação 

são usualmente utilizados. A limpeza eletroquímica realizada pela ciclagem de um potencial 

elétrico durante a imersão do eletrodo em uma solução diluída de ácido sulfúrico é igualmente 

um procedimento comum. Uma vez limpo o eletrodo, a fisissorção é facilitada [074]. Inúmeros 

materiais tem sido assim imobilizados, contudo, sua reprodutibilidade é baixa e sua 

reversibilidade é praticamente impossível dado que qualquer processo de limpeza levará à 

desestabilização do material adsorvido [075]. 

16 Em se tratando de pesquisas que visam aumentar a robusteza da plataforma de 

transdução, ligações covalentes empregam principalmente organo-silanos, quaisquer moléculas 

orgânicas ou inorgânicas tioladas ou as conhecidas como ligantes moleculares [076]. No 

entanto, seu descarte é problemático, sendo preciso armazenamento por tempo indefinido dos 

rejeitos, e assim mesmo, assegurados contra vazamentos. Devido ao risco latente para o meio 

ambiente é importante encontrar substitutos de baixa toxicidade, e se possível, com opção a 

tratamento de biodegradação. 

17 Não é numerosa a literatura específica de patentes, identificada por sua similaridade 

com os termos contidos no presente trabalho. Em geral quando comparadas entre si, as patentes 

identificadas descrevem a modificação de substratos por meio do uso de filmes meso-porosos 

orgânicos ou inorgânicos, caracterizados quimicamente como revestimentos hidrofóbicos. A 

patente WO2009118739A1, relacionada com a construção de sensores químicos 

nanoestruturados para detecção de explosivos, reivindica o uso de revestimentos orgânicos 

criados com pequenas moléculas, monômeros, oligômeros e polímeros, contendo tióis, tiolatos, 

sulfuretos, disulfuretos, carbamatos, aminas, fosfinas, carboxilatos, 
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cianetos ou isocianetos etc. Contudo, salientamos que o método de imobilização se 

mantem do tipo não covalente para a maioria dos substratos listados, ademais de que, moléculas 

biológicas não foram empregadas para a imobilização das nanoestruturas. A patente 

US7745856B2, descreve um sensor que compreende o uso de nanotubos ou nanofios recobertos 

por uma dupla camada de lipídio em torno do mesmo. Diferentemente do método aqui 

apresentado, essa patente pretende imobilizar junto com a bicamada lipídica um elemento de 

detecção. O nanotubo recoberto pela bicamada lipídica ou sensor de nanofios, pode detectar 

variações no transporte de íons através de uma proteína transmembranar. A eficiência de 

detecção fornecida, utiliza métodos de amplificação de sinal além de permitir uma 

multiplexação integrada. 

18 Em se tratando de literatura de patentes encontradas por similaridade de termos, 

podemos citar a patente US7911009B2, que se refere à preparação de nanossensores para o 

diagnóstico de doenças usando uma plataforma baseada em nanofibras de carbono. 

Compreendendo uma nano-fibra um marcador substituto, e um agente para a detecção de uma 

espécie química específica. Tais conjuntos de nanopartículas são ligados à plataforma sensora 

pela sua combinação com polímeros iônicos para a detecção plasmática de soro fetal bovino. 

Contudo, salientamos que o método de imobilização carece de modificação covalente, sendo 

obtido por interações de fisissorção. A patente WO2013033359A1 tenta estender-se a todas as 

possibilidades de construção de biossensores baseados em nanotubos de carbono. Salientamos 

que objetivo da supracitada patente foi o desenvolvimento de uma arquitetura tipo transistor. 

Entretanto, o método para construção da plataforma consiste no crescimento de nanotubos 

diretamente sobre uma placa de silício pelo método de deposição química de vapor. Embora 

este método permita uma interação forte entre substrato e 
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nanoestrutura, a mesma não é covalente, e portanto sua desestabilização 

pode ocorrer. Outra diferença importante consiste em que no procedimento aqui descrito, 

as moléculas biológicas são expressamente empregadas para a imobilização das nanoestruturas 

ao substrato. A patente CN100410656 descreve um método para preparar compósitos de 

nanotubos de carbono com cisteína sobre eletrodos de carbono vítreo. Uma das principais 

reivindicações consiste em conseguir a polimerização do aminoácido Lcisteína pela sua 

exposição à luz ultravioleta. Os nanotubos de carbono têm de ser previamente dispersados numa 

solução aquosa de cisteína para posteriormente ser gotejada diretamente sobre o eletrodo, e 

finalmente, ao ser exposto o eletrodo à luz ultravioleta por determinado tempo de cura. Desta 

forma, os nanotubos ficaram presos nas cadeias poliméricas. Contudo, do mesmo modo 

salientamos que, neste caso, a relação compósito-carbono vítreo não pode ser considerada como 

covalente. As diferenças existentes entre as patentes descritas podem ser observadas através da 

comparação entre esses documentos na Tabela I. 

Tabela I - comparação entre as componentes características de cada invento. 
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19 Problemas e Limitações do Estado da Técnica 

20 As limitações que podemos identificar nos procedimentos atuais são as seguintes: 

primeiro, a imobilização da camada transdutora sobre o substrato depende do uso de matrizes 

iônicas que permitam interações físico-químicas entre elas, o substrato e a nanopartículas. Não 

sendo imobilizada covalentemente, a estabilidade da camada transdutora se vê comprometida 

durante os passos de preparação consecutivos, incubação, lavagem com água abundante, 

processos térmicos, etc. A variabilidade da área biossensora, dificulta assim a reprodutibilidade 

e acurácia dos eletrodos eletroquímicos preparados por esse tipo de protocolos. Quando 

comparados os métodos de imobilização covalente com os que propiciam uma simples 

adsorção, ressaltamos que os primeiros conseguem uma maior porcentagem de 

reprodutibilidade entre amostras, e também, que o eletrodo possa ser regenerado ao seu estado 

inicial para apresentar uma outra amostra a ser testada. Destaca-se que este fenômeno é o 

resultado da força da ligação covalente que impede que o material ligado seja arrastado por 

forças mecânicas simples, tais como um jato contínuo de água. Em segundo lugar, quando 

as ligações covalentes são escolhidos, os protocolos requerem o uso de moléculas com elevada 

toxicidade para o meio ambiente. Dessa maneira, os procedimentos aqui apresentados 

diminuem a necessidade de uso de reagentes de difícil manuseio. Outrossim, os procedimentos 

aqui apresentados se distinguem pela fácil modificação de eletrodos metálicos ou óxido 

metálicos com biomoléculas orgânicas, como por exemplo, os aminoácidos sulfurados. 

21 Objetivos da Invenção 
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22 O escopo da presente invenção compreende: 1) uma metodologia para imobilização 

de nanoestruturas de carbono funcionalizadas com grupos carboxílicos pela ação simultânea de 

um tratamento ácido seguido por um tratamento de oxidação, 2) ademais, apresentamos, sem 

intenção de limitá-la, uma das formas de imobilização covalente em um único passo, que se 

desenvolve através de um método de química molhada, na presença de aminoácidos sulfurados 

como a cisteína, e c) propomos sua aplicação em sensores eletroquímicos baseados no princípio 

impedimétrico para a detecção, identificação e quantificação de biomoléculas de interesse para 

a segurança alimentar. Deve ser observado ainda, que no processo apresentado dispensamos o 

uso de moléculas não biológicas que sejam orgânicas ou inorgânicas sulfuradas. Assim mesmo, 

esta invenção evita e dispensa a necessidade de marcadores, uma vez que esta técnica revela o 

aprimoramento nas propriedades elétricas da superfície do eletrodo tais como a resistência e/ou 

capacitância, mesmas que têm uma resposta representativa a partir da captura da molécula alvo, 

sem adição de amplificadores de sinal. 

23 A presente invenção tem também como objetivo o desenvolvimento de novos 

sistemas eletroquímicos estruturados com pelo menos um tipo de partícula de carbono de 

dimensionalidade nanométrica para produção em pequena, média ou grande escala, com custo 

operacional reduzido e, excepcionalmente, fácil manuseio dos rejeitos químicos. 

24 Solução 

25 A patente relacionada com o processo aqui apresentado se refere à preparação de 

biossensores eletroquímicos baseados em pelo menos um tipo de nanoestrutura de carbono e 

pelo menos um tipo de biomolécula sulfurada para seu uso em segurança alimentar, 
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especificamente, para a detecção de micotoxinas em amostras alimentares. Ressaltamos 

que este processo fornece vantagens operacionais e de disposição de rejeitos químicos com 

resultados na economia de tempo e custos. Como características principais apontamos a) a 

utilização de ligações covalentes direcionadas à imobilização das nanoestruturas de carbono 

sob o eletrodo, b) o incremento no controle e número de sítios de imobilização, assim como c) 

o aprimoramento da sensibilidade. Na hipótese atual, o aumento da sensibilidade do dispositivo 

aqui apresentado se encontra relacionado com a modificação dirigida e controlada dos eletrodos 

metálicos ou óxido metálicos. A modificação da superfície do eletrodo ocorre pela formação de 

um filme homogêneo, denso e compacto composto por pelo menos um tipo de biomolécula 

sulfurada. Estas pequenas moléculas terminam enxertadas na superfície do eletrodo seja, evido 

a ligações covalentes ocorrendo entre seus átomos de enxofre e os átomos de ouro da superfície 

do eletrodo, ou então, por meio de quaisquer métodos de ancoragem que empreguem os defeitos 

atômicos da rede cristalina do substrato. Posteriormente, esse filme será utilizado para 

prosseguir com a ancoragem covalente das nanopartículas de carbono. Por exemplo, o 

aminoácidocisteína possui um grupo amino que pode ser utilizado para unir os grupos 

carboxílicos presentes nos nanotubos de carbono. 

26 Vantagens 

27 Uma das vantagens mais destacadas do processo de imobilização covalente de 

nanoestruturas aqui descrito, está associada ao fato de dispensar o uso de moléculas orgânicas 

ou inorgânicas sulfuradas que apresentem toxicidade ao meio ambiente. As moléculas aqui 

empregadas para imobilizar as nanoestruturas de carbono podem conter pelo menos um 

alquiltiol, tioálcool, tioéter, tioéster, tiocetona, tiofenol e/ou 
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derivados destes. Estas biomoléculas não são tóxicas nem precisam de armazenagem ou 

descarte especial. 

28 Como característica, não são utilizados monômeros ou polímeros iônicos nem 

quaisquer metodologias de polimerização para gerar ou empregar polímeros com a intenção de 

serem reticuladores que propiciem a imobilização por aprisionamento das nanopartículas de 

carbono. Igualmente, os procedimentos não empregam quaisquer outras moléculas ou 

processos que tenham a ver unicamente com a fisissorção da camada transdutora sobre o 

eletrodo. 

29 A especificidade dos dispositivos preparados pelos processos aqui descritos, 

dependem da capacidade de bioreconhecimento do anticorpo imobilizado covalentemente com 

as nanoestruturas de carbono disponibilizados sobre o transdutor eletroquímico. As pesquisas 

sobre anticorpos contam com mais de 100 anos de experiência e aproximadamente 40 anos de 

desenvolvimento industrial. De fato, os anticorpos dominam a atuação em diagnósticos 

moleculares e praticamente existem versões humanizadas de qualquer um deles [077]. Contudo, 

destacamos que o processo aqui apresentado é relativamente simples, porque os anticorpos 

empregados não precisam ser modificados para administração humana. De acordo com o 

fabricante, quando empregado em ELISA, o anticorpo anti-aflatoxina B1 produzido em coelho 

é capaz de detectar diluições próximas a 1:1000. Contudo, destacamos que a imobilização de 

anticorpos tem demonstrado contribuir com a diminuição nesses limites de detecção [078]. A 

sensibilidade dos imunossensores varia dependendo do transdutor e dos métodos de 

imobilização empregados [079], diante disso, salientamos que o procedimento aqui apresentado 

exibe respostas satisfatórias na análise de amostras de farinha de milho. 
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contaminadas com aflatoxina B1 em concentrações na faixa de picograma por mL. 

30 O presente dispositivo aumenta a segurança durante a manipulação de amostras 

tóxicas. Para realizar a detecção da aflatoxina, o immunosensor aqui apresentado necessita 

unicamente de 2 microlitros de amostra alimentar com uma faixa de concentração de 0.1 

picograma por mililitro até 1 nanograma por mililitro. O presente dispositivo pode ser utilizado 

em laboratórios de análises clínicas, de ensino ou pesquisa. Da mesma maneira nada impede a 

adaptação de um potenciostato portátil para sua aplicação no campo, permitindo assim, o 

monitoramento contínuo de alimentos líquidos como sucos de frutas, verduras, grãos de cereais, 

derivados lácteos ou suas versões sólidas. 

31 A novidade e o efeito técnico alcançado 

32 A novidade da presente invenção tem a ver com a metodologia empregada na 

preparação de dispositivos utilizados para diagnosticar a presença de moléculas de interesse 

para a segurança alimentar. Biomoléculas sulfuradas foram empregadas para conseguir a 

imobilização covalente de pelo menos uma nanoestrutura de carbono carboxilada. Até o 

presente momento este tipo específico de imobilização não havia sido identificado nem 

reclamado por nenhuma outra instituição de pesquisa ou ensino ou mesmo descrito na literatura. 

33 Descrição Detalhada 

34 Sem a intenção de limitar o escopo de nossa invenção, os exemplos a seguir são 

fornecidos somente como maneira de ilustrar uma das inúmeras maneiras de se realizar a 

preparação dos biossensores, em alinhamento com os quais a presente invenção se refere. 
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35 Fica compreendido como “ácido diluído” o grupo que inclui reagentes químicos 

como H3PO4, H2SO4, HCl, HNO3, ou qualquer outro que apresente característica de ácido e 

que se encontre diluído em concentrações abaixo de 5 molar [080]. 

36 Fica compreendido como biomolécula sulfurada qualquer molécula que apresente 

pelo menos um dos seguintes grupos: aquiltiol, tioálcool, tioéter, tioéster, tiocetona, tiofenol, 

ou misturas das mesmas e que sejam produzidas, isoladas, extraídas ou preparadas a partir de 

partes ou do total de células animais, vegetais, bacterianas, ou então microrganismos em geral. 

037 Ficam compreendidos como nanoestruturas de carbono os nanocones, nanodiscos, 

toróides, schwarzitas, nanotubos de carbono, grafeno, nanofitas de grafeno ou qualquer arranjo 

estrutural da rede hexagonal conformada por átomos de carbono ligados por hibridização do 

tipo sp2 que culmine na criação de uma partícula finita à escala nanométrica. 

38 Sem a intenção de limitar o presente processo, a ativação dos grupos funcionais 

presentes nas nanoestruturas de carbono pode ser realizada com derivados de carbodiimidas, 

azidas, cloretos de acila, carbóxi anidridos, ésteres de cianometilo, hidroxisuccinimida, 

hidroxiftalimida, nitroindolinas ou tio-tiazolidinas. 

39 Ficam compreendidos como agentes de especificidade as imunoglobulinas, 

aptâmeros, proteínas ligantes a hidratos de carbono ou quaisquer outras biomoléculas que, 

natural ou artificialmente, sejam criadas ou selecionadas para reconhecer moléculas tóxicas de 

interesse para a segurança alimentar. 
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40 Ficam compreendidos como agentes bloqueadores inespecíficos a albumina de soro 

bovino, caseína, glicina, pepsina, surfactantes não iônicos, polietileno glicol, gelatina de peixe 

e derivados de soro, já como agentes bloqueadores específicos se encontram quaisquer 

nanopartículas direcionadas para o fim de minimizar ou eliminar interações específicas. Em 

geral, o objetivo é o de bloquear qualquer ligação indesejada entre o eletrodo final modificado 

e as moléculas presentes nas amostras suspeitas por não serem complementares ou afins aos 

agentes de especificidade. Pelo próprio objetivo destes agentes bloqueadores, a maioria das 

vezes os mesmos terminam unidos ao eletrodo por meio de interações físico-químicas como a 

fisissorção dirigida por sítios hidrofóbicos e inespecíficos. 

41 De forma geral, o processo aqui apresentado consegue construir o biodispositivo 

final, através da imobilização covalente da nanoestrutura de carbono. De forma geral, o 

procedimento para conseguir a montagem da plataforma requer que em cada incubação 

realizada neste processo seja mantida uma atmosfera úmida controlada em pelo menos 80%. 

Assim, um eletrodo metálico ou de óxido metálico é inicialmente polido durante 3 minutos com 

um papel feltro e pó de alumina de 50 nm. Seguidamente, o eletrodo é enxaguado e colocado 

em um banho ultrassônico moderado (entre 20 e 200 KHz) com água deionizada por um período 

não inferior a cinco minutos e posteriormente seco a 25 C. Posteriormente, uma solução aquosa 

de cisteína é gotejada sobre o eletrodo que deve ser incubado por um período não inferior a 

cinco minutos. Uma vez concluída esta etapa, o eletrodo é lavado com abundante água 

deionizada e colocado no banho ultrassônico mencionado por um período não inferior a 30 

segundos. Subsequentemente, uma solução de nanoestruturas de carbono com grupos 

funcionais ativados propriamente 
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para se unir covalentemente ao aminoácido sulfurado é gotejada sobre o eletrodo que será 

então incubado por um período não inferior a cinco minutos. Após a incubação, o eletrodo é 

lavado minuciosamente com água deionizada abundante. Finalmente, o eletrodo deve ser 

imediatamente modificado com o anticorpo anti-AFB1. Esta última ancoragem ocorre sobre o 

eletrodo modificado com nanoestruturas de carbono gotejando a solução do anticorpo com 

grupos funcionais ativados adequadamente para este fim. Após a incubação, o eletrodo é lavado 

com abundante água deionizada e colocado no banho ultrassônico por um período não inferior 

a 30 segundos. Como etapa final, os sítios livres para interações inespecíficas no eletrodo 

modificado devem ser bloqueados. Para isso, uma solução de agente bloqueador deve ser 

gotejada e mantida em incubação por pelo menos 5 min. Passado este tempo, o eletrodo deve 

ser lavado e armazenado 

de acordo ao agente bloqueador empregado nesta última etapa. Após esta etapa final o 

immunosensor se encontra pronto para ser utilizado. Ele mantém a capacidade transdutora das 

nanoestruturas de carbono e a capacidade de bioreconhecimento do anticorpo contra a AFB1. 

42 Preparação e caracterização dos biossensores 

043 Preparação dos biossensores 

44 Sem intenção de limitar os procedimentos e com o único objetivo de exemplificar 

uma das muitas metodologias cobertas por esta patente, na Fig. 1, mostramos o processo de 

montagem de um biossensor eletroquímico baseado em nanotubos de carbono e cisteína para 

seu uso como imunossensor impedimétrico de aflatoxina B1. Inicialmente, 3 microlitros de uma 

solução 15 mM de cisteína (Cys) é gotejada sobre a superfície do eletrodo permitindo 20 

minutos de incubação (Fig. 1a). Após este tempo, o eletrodo é lavado com água deionizada e 

colocado em banho 
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ultrassônico por 1 min. Posteriormente (Fig. 1b), 3 microlitros de uma solução aquosa 

contendo nanotubos de carbono carboxilados diluídos em uma solução 1:1 de 0.4 M de 1-etil- 

3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 0.1 M de N- hidroxisuccinimida (NHS) são 

gotejados sobre a camada de cisteína. O eletrodo é incubado por 50 min para se obter o sistema 

Cys-EDC:NHS-NTC. Subsequentemente (Fig. 1c), 3 microlitros de uma solução de anticorpo 

anti-aflatoxina B1 previamente ativada com o conjugado 1:1 de 0.4 M EDC e 0.1 M NHS é 

gotejada e incubada por 40 minutos. Finalmente (Fig. 1d), os sítios livres para interações 

inespecíficas presentes no eletrodo são bloqueados gotejando 3 microlitros de uma solução de 

BSA e incubando o eletrodo por 20 min. Após a incubação o eletrodo se encontra finalizado e 

pronto para ser usado. 

45 Com o objetivo de determinar o intervalo de detecção linear do biossensor aqui 

apresentado, diversas amostras com concentrações de aflatoxina B1 (AFB1) variando de 0.1 

picograma/mililitro até 13 picogramas/mililitro e testados em triplicata (Fig. 1e). 

46 Caracterização do biossensor 

47 Na Fig. 2 apresentamos os espectros de reflexão total atenuada no infravermelho com 

transformada de Fourier (ATR-FTIR, Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy) obtidos da superfície do substrato de ouro nas diferentes etapas de modificação. 

Inicialmente, logo após do tratamento com cisteína, percebemos que a ausência de bandas ao 

redor de 2600 cm-1 indica a correta imobilização do grupo sulfidrila sobre o eletrodo de ouro. 

No mesmo espectro, as bandas presentes em 1329cm-1 e 1413 cm-1 indicam a presença do 

grupo amino que será empregado para imobilização dos nanotubos de carbono [081-083]. Após 

a imobilização das nanoestruturas podemos perceber a banda larga 
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entre 3100 cm-1 e 3600 cm-1, região característica ao estiramentos dos grupos O-H 

ácidos [084], a banda em 1634 cm-1 correspondente ao modo fônon ativo da banda G dos 

materiais grafíticos, já as bandas em 1350 cm-1, 1060 cm-1, 902 cm-1 e 782 cm-1 

correspondem aos modos de estiramento dos grupos carboxílicos [085]. Após a imobilização 

dos AcAFB1, fica evidente o desaparecimento das bandas anteriormente presentes em 782 cm- 

1 e 900 cm-1, sendo este o resultado da ocupação dos grupos carboxílicos dos nanotubos de 

carbono. Da mesma maneira vemos uma redução drástica da larga banda que ocorria na etapa 

anterior entre 3100- 3600 cm-1 correspondente aos grupos O-H ácidos. 

48 A evolução topográfica do eletrodo foi analisada ao final de cada etapa de 

modificação. As imagens da superfície do eletrodo modificado foram obtidas utilizando 

microscopia de força atômica. Na Fig. 3 apresentamos o processo de montagem do sistema 

sensor Cys- EDC:NHS-NTC-EDC:NHS-AcAFB1. Na Fig. 3a observamos a topografia inicial 

da superfície do eletrodo. Nesse momento o eletrodo se encontra limpo. Após a modificação 

com a cisteína (Fig. 3b) podemos observar uma mudança na morfologia. Pela imagem podemos 

identificar a imobilização de um filme denso e homogêneo do aminoácido de 37 nm de altura, 

assim mesmo, podemos relatar que a preparação recente de cisteína e o processo de incubação 

propiciaram uma forte adesão covalente entre o grupo sulfidrila presente no aminoácido e a 

superfície do eletrodo. Na Fig. 3c, apresentamos a morfologia da superfície após a ancoragem 

covalente dos nanotubos de carbono. Relatamos que, após uma minuciosa lavagem, pode ser 

observada uma drástica mudança na topologia do substrato, já que a altura do filme alcança 200 

nm. Após a seguinte etapa, na Fig. 3d, apresentamos a morfologia da superfície do eletrodo 

após a imobilização covalente do AcAFB1. Notamos que a topologia aparece um tanto mais 
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homogênea e também um aumento na altura da camada transdutora para 300 nm. 

Finalmente, após o bloqueio dos sítios inespecíficos com BSA (Fig. 3e), relatamos o aumento 

na altura média para 420 nm e também, a presença de uma morfologia mais homogênea e suave, 

sendo este, o resultado da interação inespecífica entre sítios livres ainda presentes na superfície 

do eletrodo e as moléculas do BSA. Como resultado deste bloqueio, agora a especificidade do 

biossensor se encontra aprimorada e o dispositivo se encontra pronto para realizar as detecções 

de AFB1. Na Fig. 3f podemos observar que o bioreconhecimento da AFB1 pelo anticorpo Anti- 

AFB1 ocasiona ainda uma pequena mudança na altura para 430 nm. 

49 Nas Fig. 4a e 4b mostramos os resultados da espectroscopia de impedância 

eletroquímica na forma de um gráfico de Nyquist. Neles é plotada a relação entre a impedância 

real Z‟ no eixo das abcissas contra a impedância imaginaria Z” no eixo das ordenadas. As 

respostas obtidas para cada amostra foram analisadas ajustando seu comportamento a um 

circuito equivalente modificado de tipo Randles mostrado na Fig. 4c. Com ele, é possível 

avaliar a variação da resposta impedimétrica resultante das interações antígeno-anticorpo. Em 

termos dos componentes do circuito temos que o Rs se refere à resistência da solução 

eletrolítica, W é a impedância de Warburg resultante da difusão dos íons desde a solução 

eletrolítica em direção à interface do eletrodo, CPE é o elemento de fase constante que se refere 

à somatória de capacitâncias do sistema, no qual N é a constante de transferência de elétrons da 

sonda redox que provém das camadas de biomoléculas adsorvidas à superfície, e finalmente, 

Rct é a resistência à transferência de carga gerada pelo impedimento à movimentação do par 

redox. Na Tabela 1 são apresentados os resultados dessa análise tanto para as amostras de AFB1 

pura utilizada para a curva de calibração, como para as amostras de farinha de milho 

contaminada. 
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Inicialmente podemos observar que o biossensor modificado Au_Cys_NTC_AcAFB1 

apresenta um valor Rct 4030 Ω. A partir da detecção da primeira amostra podemos ver um 

aumento gradual da resistência desde 6970 Ω para 0.1 pg/mL, 9030 Ω para 1.0 pg/ml, 20200 Ω 

para 3.0 pg/mL, 30100 Ω para 6.0 pg/mL, 38400 Ω para 9 pg/mL até 48300 Ω para 11 pg/mL. 

Seguindo a mesma tendência, as respostas associadas às amostras de farinha de milho 

contaminada com AFB1 começam desde 8380 Ω para 0.1 pg/mL, 30300 Ω para 5.0 pg/mL, 

38800 Ω para 9.0 pg/mL, 47200 Ω 11.0 pg/mL e 61300 Ω para 15.0 pg/mL. 

50 O bioreconhecimento da AFB1 permite a formação de camadas isolantes sobre o 

eletrodo modificado com AcAFB1. Dessa maneira, a concentração de AFB1 presente nas 

amostras permite a variação gradual de Rct. A variação relativa de Rct (%∆Rct) é útil para 

avaliar o desempenho do immunosensor e calculado de acordo a seguinte equação: 

 

 
 

Aqui, o valor de Rct correspondente ao eletrodo modicado com AcAFB1 

(Au_Cys_NTC_AcAFB1) é comparado com a resposta do biossensor após sua interação com 

a AFB1 (Au_Cys_NTC_AcAFB1_AFB1). Os valores %�Rct são mostrados na Tabela 2 com 

o resultado do cálculo do erro corresponde ao desvio dos resultados obtidos por triplicata em 

cada ponto. 
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51 Na Fig. 5 são apresentados os valores de %�Rct em função das concentrações 

conhecidas da toxina. A relação encontrada entre elas é linear (círculos pretos) e pode ser 

modelada pela equação Rct%= 70.44+92.15(AFB1 pg/mL) com um coeficiente de correlação 

de 0.99. Neste mesmo gráfico, em círculos menores vermelhos, são apresentados os valores de 

%�Rct obtidos a partir das amostras de farinha de milho contaminada. Desta forma, foi 

comprovado que as respostas obtidas apresentam uma tendência linear da curva padrão. 

Tabela 2. 
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REIVINDICAÇÕES 

 
 

1. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO IMOBILIZADAS EM CAMADAS 

AUTOMONTADAS PARA SEU USO EM SEGURANÇA ALIMENTAR um 

biossensor constituído das seguintes partes: a) uma molécula de reconhecimento 

(Anticorpo Monoclonal de Aflatoxina B1), b) uma superfície onde será feita a 

imobilização das moléculas, c) uma fonte de corrente elétrica, d) Nanotubo de Carbono 

(NTC) funcionalizado com Cisteina (Cys). 

 
2. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO conforme reinvindicação 1 caracterizadas por 

serem obtidas a partir de um processo de automontagem dos analitos na superfície de 

ouro do sensor. 

 
3. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado por referenciar a métodos e 

composições para identificação de toxinas a invenção baseia-se na aplicação de uma 

plataforma sensora com AcAFB1 em nanotubo de carbono ligado a cisteina para 

detecção da toxina em amostras com baixas concentrações. Em particular foi 

desenvolvido um Imunosensor para a identificação da AFB1 em amostras de alimentos 

contaminados como a farinha de milho. 
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4. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO conforme reivindicação 1, caracterizada pelo 

fato da referida superfície ser de ouro, o que proporciona uma maior condutibilidade 

elétrica e biocompatibilidade ao dispositivo facilitando assim a interações molecular. 

 
5. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, conforme reivindicações 1-4, caracterizado 

pelo fato de que o referido compósito é indispensável para aumentar a eficiência do 

dispositivo além de apresentar uma alta reatividade química. 

 
6. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado por cada etapa de montagem do 

nanocompósito pela junção de cisteina na superfície do sensor, ativado com EDC/NHS 

e seguida por NTC previamente diluído em água deionizada e depositado na superfície 

do sensor seguida de lavagem simples com água deionizada. 

 
7. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado pela modificação camada a 

camada da superfície do biodispositivo seguida da análise impedimétrica e voltamétrica 

ao término de cada etapa de modificação A lavagem foi executada com água deionizada 

após cada período de incubação. 
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8. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO caracterizado por está de acordo com a 

reivindicação 7, em que os métodos de detecção espectroscópica foram por meio de 

Espectroscopia de Impedância Eletroquímica e Voltametria Cíclica. 

 
9. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO conforme reivindicação 7, caracterizado pelo 

fato de que a cisteina ser uma molécula bioativa com seu grupamento R-SH facilmente 

oxidável facilitando sua ligação ao nanotubo de carbono. 

 
10. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO ,conforme reivindicação 7, caracterizado pelo 

fato de que o conjugado 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/ N- 

Hidroxisuccinimida (NHS) devido a suas propriedades, viabiliza a ligação do nanotubo 

de carbono a cisteina. 

 
11. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO conforme reivindicação 7, caracterizado pelo 

fato de que o referido nanotubo por apresentar propriedades eletrônicas e sua estrutura 

química superficial que afeta a cinética do eletrodo,sendo portanto importantes 

ferramentas na construção de biossensores. 
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12. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO conforme reivindicação 7, caracterizado pelo 

fato de que o anticorpo monoclonal imobilizado na superfície do nanotubo de carbono 

é caracterizado por facilitar a troca de elétrons entre o centro redox do anticorpo e a 

superfície do eletrodo, permitindo que a atividade eletrocatalítica seja monitorada sem 

a utilização de marcadores proporcionando ao referido biossensor uma alta 

especificidade da resposta. 

 
13. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO conforme reivindicação 8, caracterizado pelo 

fato de que a referida análise é feita em uma faixa de frequência de 100 MHz e100 kHz 

e numa faixa de potencial de -0.2V e 0.7 V, respectivamente. 

 
14. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado por abranger ao menos um 

agente imobilizador, no mínino um agente ativador das ligações moleculares, para a 

elaboração de ferramentas para uso diagnóstico. 

 
15. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado por abranger ao menos um 

agente imobilizador, no mínino um agente ativador das ligações, para o 

desenvolvimento de biodispositivos eletroquímicos. 
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16. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado pelo fato de que o referido 

dispositivo é um imunosensor eletroquímico, conforme reivindicação 15. 

 
17. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO, caracterizado por abranger ao menos um 

agente imobilizador, no mínimo um agente ativador das ligações caracterizado por ter 

caráter conjugado, para a elaboração de ensaios eletroquímicos para rápida e específica 

detecção amostras de alimentos contaminados. 

 
18. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO caracterizado por está presente na área médica, 

biológica e farmacológica. 

 
19. DISPOSITIVO IMUNOELETROQUÍMICO BASEADO EM 

NANOESTRUTURAS DE CARBONO caracterizado por conter no mínimo monômero 

funcionalizado com oligonucleotídeo para elaboração de biossensores e biodispositivos. 
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Figura 1 

Figura 2 
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Figura 3 

Figura 4 
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Figura 5 
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