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RESUMO

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino) -6-(isopropilamino)-s-triazina), € um herbicida
representada por um anel triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina, o
que a torna recalcitrante para a degradacdo biologica no ambiente. Por ser amplamente
na agricultura, principalmente no controle de plantas daninhas em lavouras de milho que
acaba permanecendo por muito tempo no meio ambiente e torna-se um dos fatores
responsaveis pela contaminacao do solo, do ar e das aguas.

Novos métodos de deteccdo mais econdémicos, com menor tempo de andlise e
eficazes tem sido estudado para melhorar a deteccdo deste analitos e minimizar este
problema. A éarea de nanotecnologia vem apresentado grandes avangos, como 0
desenvolvimento de nanobiossensores de cantilever atraves de camadas sensoras, para
deteccdo da presenca de herbicidas em agua. Baseado nestes fatos, este estudo tem como
objetivo o desenvolvimento de nanobiossensores de cantileveres funcionalizados com
enzima tirosinase comercial e diferentes tidis para detec¢do de atrazina em agua.

A funcionalizagdo dos mesmos foi realizada utilizando a técnica de camadas
automontadas (SAM) sobre a superficie de silicio contendo ouro, acido 16-
mercaptohexadecanoico (16-AMHD) e 4cido 11-mercaptoundecandico (11-MUA), 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)/N-hidroxi-succinimida (NHS) e
enzima tirosinase comercial. A avaliacdo da estabilidade da enzima mostrou a adequagéo
da funcionalizacdo de ambos os nanobiossensores de cantilevers, principalmente quando
utilizado o &cido 11-MUA. Por meio da composicdo quimica, morfologia, espessura,
rugosidade, topografia das superficies foi possivel confirmar a funcionalizacdo dos
nanobiosesnores de cantilevers funcionalizados pela técnica de SAM, sendo possivel
verificar que ocorreu a deposi¢cdo da camada sensora.

Os nanobiossensores de cantileveres foram capazes de detectar diferentes
concentragOes de atrazina em agua, obtendo alta sensitividade, limites de detecgéo e de
quantificacdo na ordem de ppb, além de serem 100% reversiveis, porém sua estabilidade
foi afetada pelo armazenamento. Ambos nanobiossensores de cantileveres demonstraram
boa resposta, mas quando utilizado o acido (11-MUA) o mesmo se mostrou mais eficiente
por possuir maior sensitividade, menor limite de deteccdo, maior estabilidade até

aproximadamente 20 dias quando comparado com o nanobiossensor usando o &cido 16-
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AMHD tanto para agua ultrapura quando para amostra real de pesticida (pogo artesiano)
analisada. Quando avaliada a seletividade de ambos nanobiossesnores pode-se observar
que tanto o interferente teflubenzurom quantos o sulfentrazono ndo causaram influéncia
na resposta do nanobiossensores pois, 0 seu comportamento foi semelhante ao branco
(Agua ultrapura). Porém o nanobiossensor de cantilever utilizando &cido 11-MUA
apresentou maior diferenca de deflex&o entre branco e a atrazina, demostrando sua maior
eficaz para o pesticida atrazina.

Com os resultados obtidos é possivel observar a eficaz do método SAM utilizando
um tiol de cadeia alquilica menor (acido 11-MUA) quando comparado ao acido 16-
AMHD para aplicacdo nos nanobiossensores de cantilever sendo entdo, uma boa
alternativa aos métodos convencionais de deteccdo de atrazina em amostras reais. Sendo
assim, os dispositivos desenvolvidos demonstram ter grande potencialidade de aplicacédo

para deteccdo de atrazina em aguas.

Palavras-chave: Nanobiossensor de cantilever, acido 16-mercaptohexadecandico,

tirosinase, acido 11-mercaptoundecandico, atrazina.
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ABSTRACT

Atrazine (2-chloro-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazine), is a herbicide
represented by a triazine ring substituted with chlorine, ethylamine and isopropylamine,
which makes it recalcitrant to biological degradation in the environment. Because it is
widely used in agriculture, especially to control weeds in corn fields, it ends up remaining
for a long time in the environment and becomes one of the factors responsible for the
contamination of the soil, air, and water.

New methods of detection that are more economical, less time consuming, and
effective have been studied to improve the detection of these analytes and minimize this
problem. The nanotechnology area has presented great advances, such as the development
of cantilevered nanobiosensors through sensor layers, to detect the presence of herbicides
in water. Based on these facts, this study aims to develop cantilever nanobiosensors
functionalized with commercial tyrosinase enzyme and different thiols for detection of
atrazine in water.

Their functionalization was performed using the self-assembled layer technique
(SAM) on silicon surface containing gold, 16-mercaptohexadecanoic acid (16-AMHD)
and 11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide (EDC)/N-hydroxy-succinimide (NHS) and commercial tyrosinase enzyme.
Evaluation of enzyme stability showed the suitability of functionalization of both
cantilever nanobiosensors, especially when 11-MUA acid was used. Through the
chemical composition, morphology, thickness, roughness, topography of the surfaces it
was possible to confirm the functionalization of the cantilevers nanobiosensors
functionalized by the SAM technique, being possible to verify that the deposition of the
sensing layer occurred.

The cantilever nanobiosensors were able to detect different concentrations of
atrazine in water, obtaining high sensitivity, detection and quantification limits in the
order of ppb, besides being 100% reversible, but their stability was affected by storage.
Both cantilever biosensors showed good response, but when the acid (11-MUA) was used
it was more efficient because it had higher sensitivity, lower detection limit, higher
stability up to approximately 20 days when compared to the biosensor using the 16-

AMHD acid for both ultrapure water and real sample of pesticide (artesian well) analyzed.

Enelise Scapin
16



Tese de Doutorado — PGCIMAT/UFRGS

When evaluating the selectivity of both nanobiosensors it can be observed that both
teflubenzuron and sulfentrazone interferents did not influence the response of the
nanobiosensors because their behavior was similar to the blank (ultrapure water).
However, the cantilever nanobiosensor using 11-MUA acid showed a greater difference
in deflection between white and atrazine, demonstrating its greater effectiveness for the
pesticide atrazine.

With the results obtained it is possible to observe the effectiveness of the SAM
method using a smaller alkyl chain thiol (11-MUA acid) when compared to the 16-
AMHD acid for application in cantilever nanobiosensors being then, a good alternative
to conventional methods for detection of atrazine in real samples. Thus, the developed

devices demonstrate a great potential application for atrazine detection in water.

Keywords: Nanobiosensor, 11-mercaptohaxadecanoic acid, Tyrosinase, 11-

mercaptoundecanoic acid, Atrazine.
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1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de pesticidas no meio agricola para o controle de plantas
daninhas, sé@o também conhecidos como poluentes persistentes (POP), por permanecerem
muito tempo no meio ambiente, contaminando solo, ar e 0 meio aquatico. Muitas vezes
por ndo serem eliminados em tratamentos convencionais de dgua potavel, geram grande
preocupacao pois, afetam a qualidade das dguas superficiais, tornando-a inadequada para
0 consumo humano, afetando a satide das pessoas e dos animais.*

Dentre os (POP) mais utilizados podemos citar a atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-
6-(isopropilamino)-s-triazina), pertencente a classe dos herbicidas triazinicos, que é
muito utilizada na cultura de milho, cana-de-acUcar e sorgo para controle de ervas
daninhas. Por ndo ser adsorvida substancialmente ao solo, pode ser encontrada acima dos
niveis toleraveis pelas agéncias de controle ambiental em &guas superficiais e lencdis
freaticos.?™

A deteccdo da presenca de atrazina em aguas pode ser realizada por meio de
técnicas convencionais como a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada espectrometria de massa (HPLC-MS).>®

Aléem destas técnicas analiticas, sensores e biosensores tem sido
desenvolvimendos para 0 monitoramento ambiental por apresentar uma deteccdo mais
rapida, menores quantidades de amostras, alto limite de deteccdo para baixas
concentracdes por meio do uso de camada sensoras bioldgicas.”® Com a miniaturizacio
0S nanossensores e nanobiossensores apresentam como vantagem a deteccdo de
substancias na micro e nanoescala.® Os nanobiossensores de cantileveres s&o assim
chamados por serem baseados em uma haste ultra-sensivel, originadas da microscopia de
forca atbmica (AFM - do inglés Atomic Force Microscope). Assim, 0s nanobiossensores
de cantileveres séo dispositivos ideais para a detec¢do de contaminantes ambientais como
substancias quimicas, toxinas, poluentes e analitos em geral em micro e nanoescala.°
Através da interacdo quimica do cantilever e a amostra de interesse pode-se medir e
mapear a informacao quimica da superficie e quantificar as forgas repulsivas e atrativas
associadas a materiais inorganicos e amostras biologicas. Para que sua eficiéncia na
deteccdo seja extremamente sensitiva, 0S mesmos precisam ser recobertos com uma
camada sensora (célula, antigeno e anticorpo, enzima, proteinas) especifica, capaz de

identificar e reconhecer as moléculas de interesse. As enzimas sdo consideradas mais
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promissoras devido a rapida resposta, alta estabilidade e biocompatibilidade. Dentre as
quais podem se destacar a tirosinase, pois é inibida na presenca da atrazina.!
A deposicdo de camada sensora chamada de funcionalizagdo consiste em ligar
quimicamente a superficie do cantilever a uma camada de moléculas, onde 0s grupos
funcionais reajam com o material bioldgico, assim imobilizando-o na superficie.’? A
técnica de monocamadas automontadas (SAM - do inglés Self- 19 Assembled
Monolayers) é caracterizada pela formacdo espontdnea de camadas ordenadas e
organizadas sobre uma superficie sélida. Sendo muito utilizada para a funcionalizagéo
em cantileveres'? a automontagem da monocamada se da por meio de um grupo funcional
(enxofre) que se liga a superficie metalica de ouro; uma cadeia de hidrocarbonetos que
da estabilidade ao conjunto por interacdes de Van Der Waals e um outro grupo funcional
(&cidos carboxilicos) que é responsavel pelo acoplamento da molécula a
monocamada.'®* Este processo todo ocorre em duas etapas: a primeira, mais rapida, onde
a molécula de tiol se liga na superficie metalica, e a segunda, durando horas, que esta
relacionada ao processo organizacional da monocamada. >

Os tidis sdo utilizados por possuirem uma forte afinidade com os metais de
transicdo, interagindo fortemente com as superficies de ouro para formar monocamadas
estaveis e automontadas.!’ Os tidis de cadeia alquilo longa, HS - (CH2) » — R mas, com
comprimentos de cadeia n>10, tendem a formar uma camada compacta, altamente
ordenada, estavel'® e assim aumentando a estabilidade de SAM:s.

Apds a funcionalizacdo, a resposta dos nanobiossensores de cantileveres é
avaliada através da curvatura do cantilever (deflexdo) causada pela adsor¢do da molécula
alvo de interesse no cantilever. 1%

Neste contexto este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de
nanobiossensores de cantileveres funcionalizados com diferentes tidis (acido 16-AMHDo
e acido 11-MUA) utilizando como elemento de reconhecimento bioldgico a enzima
tirosinase comercial assim como realizar a caracterizacdo da superficie dos
nanobiossensores de cantileveres durante cada etapa de funcionalizacdo pela técnica
SAM, avaliar a resposta dos dispositivos diante de diferentes concentragdes do pesticida
atrazina em amostras reais de agua, bem como avaliar a seletividade dos nanobiossensores

de cantiliveres funcionalizados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. AGROTOXICOS E O MEIO AMBIENTE

Os agrotoxicos séo definidos de acordo com a Food and Agriculture Organization
(FAO), Programa da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), como qualquer substancia,
ou mistura de substancias, usadas para prevenir, destruir ou controlar qualquer praga.
Incluindo vetores de doencas humanas e animais, espécies indesejadas de plantas ou
animais, causadoras de danos durante a producdo ou interferindo na mesma, no
processamento, estocagem, transporte ou distribuicdo de alimentos, produtos agricolas,
madeira e derivados, ou que seja administrada para o controle de insetos, aracnideos e
outras pestes que atacam os corpos de animais de criacdo.?

Amplamente utilizados nas lavouras de arroz, soja, milho, feijdo e na producao da
maioria dos alimentos que fazem parte do nosso dia a dia, 0s agrotdxicos se tornaram
indispensaveis neste meio por aumentarem o rendimento na producdo. Contudo devido a
sua permanéncia no ambiente podem contaminar e poluir o solo, a 4gua e até mesmo o
ar. Estudos descrevem um aumento do nimero de pessoas contaminadas e o alto risco de
doencas graves, podendo levar a morte.?? Os pesticidas prejudicam a saide humana
devido a sua alta toxicidade causando reacdes adversas e afetando principalmente o
sistema neural, endocrino e imunolégico. 24

Segundo pesquisa da revista Galileu, os valores apresentados através do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama) sobre a
comercializacdo de agrotoxicos no Brasil sdo assustadores, somente em 2013 foram
495,7 mil toneladas de pesticidas vendidos, em 2017 o nimero chegou a 539,9 mil
toneladas. Pesquisas mais recentes ainda ndo foram divulgados, mas acredita-se ter
aumentado ainda mais pois, 0 segmento de insumos foi o unico do PIB do agronegocio
brasileiro a apresentar alta no primeiro bimestre deste ano (2019), mantendo a tendéncia
observada em 2018.%°

Os agrotoxicos sdo classificados por classe, de acordo com a praga a que eles se
destinam, a sua estrutura quimica e modo de acdo. Hoje no Brasil a toxicidade destes
agrotoxicos esta classificada de acordo com o que eles provocam de reacdes nos seres
humanos como, leve irritacdo nos olhos, na pele, ndusea, desconforto abdominal podendo

ser extremamente toxico (classe 1), altamente toxico (classe I1), moderadamente toxico
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(classe I11) e pouco toxico (classe 1V). Estudos de mortalidade e toxicidade aguda ainda

ndo serdo utilizados para determinar a toxicidade dos agrotoxicos.?®

Dentre os agrotoxicos, a classe dos pesticidas, s&o 0s mais encontrados em meios

aquaticos influenciando a qualidade das aguas superficiais e subterraneas, que sdo uma

das principais fontes de aguas potaveis.?’ Grande maioria dos pesticidas nio sdo

adsorvidos ao solo, sendo frequentemente encontrados acima dos niveis toleraveis pelas

agéncias de controle ambiental em aguas superficiais e lencois freaticos.

As variedades de agrotdxicos sdo classificadas de acordo com trés abordagens: no

modo de agdo; pragas que combatem e; grupo quimico a que pertencem Tabela 1.8

Tabela 1: Classificacdo dos Agrotoxicos

Classificacdo dos agrotdxicos

Definicéo

1°) Modo de acéo
Sitematico

Néao sistematico

2°) Estrutura Quimica
Carbamatos

Piretroides

Organofoforados

Organoclorados

Triazinas

3°) Pragas que combatem
Herbicidas
Fungicidas

Inseticidas

Entram no sistema vascular da planta

Ndo entram no sistema, afetando local de
contato

Chamados de Uretanos, s&o compostos
organicos derivados do acido carbamico

Composto quimico sintético similar as
substancias naturais piretrinas produzidas
pelas flores do "género” Pyrethrum.

Composto organico degradavel contendo
ligacGes carbono—fosforo.

Composto organico contendo ao menos um
atomo de cloro ligado covalentemente.

Grupo de compostos organicos (CsHzNs).
Cada um contém um anel benzénico no qual
trés dos fragmentos C-H tenham sido
substituidos  por nitrogénio isolobal.
Existem trés isdmeros: 1,2,3-triazina.
Controle de plantas daninhas

Controle de fungos

Controle de insetos
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Pertencente a classe dos pesticidas, os herbicidas triazinicos como a atrazina,
ametrina e simazina sdo muito utilizados na agricultura para proteger colheitas de ervas
daninhas de folha larga indesejaveis inibindo a fotossintese e devido a sua alta toxicidade

e acumulo no meio ambiente por muitos anos precisam ser monitorados.

2.1.1. Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino) -6-(isopropilamino) -s-triazina), é representada
por um anel triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina (Figura 1), o que
a torna recalcitrante para a degradacéo biol6gica no ambiente. E utilizada principalmente
para o controle de plantas daninhas de lavouras de milho, sendo o segundo herbicida de

mais utilizagio no Brasil.231%2
Cl
N)\\N
|
)\N/ H /\

Figura 1: Estrutura Quimica da Atrazina. 2132

N
H

A meia vida da atrazina depende muito das caracteristicas do ambiente, podendo
variar de vinte a mais de cem dias, o que a torna um potencial contaminante ambiental >
% Dentre as variadas propriedades (Tabela 2) deste herbicida uma delas é a baixa
solubilidade em agua (33 mg.L™?), baixa volatilidade, alto potencial de escoamento,

hidrélise lenta e baixa pressdo de vapor.333°
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Tabela 2: Propriedades Fisicas e Quimicas da Atrazina.*’

Propriedades Informacéo
Peso molecular 215,69 g.mol*!
Densidade 1,187 g/lcm® a 20 °C
Volatilidade (pressao de vapor) 0,04 mPaa 20 °C
Solubilidade em agua 33mg.L?
Ponto de fuséo 175-177 °C
Coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) 2,61

Classificada pela ANVISA como classe 111 de toxicidade (na qual se enquadram
0s compostos medianamente tdxicos) a atrazina pode possuir toxidade crénica sobretudo
nos sistemas hormonal e reprodutor.3-3® Segundo estudo norte-americano a atrazina é um
disruptor enddcrino, o que pode causar a feminizacdo dos machos sapos-com-garras-
africanos, diminuindo suas glandulas reprodutoras.*

Para um maior controle da disseminacdo deste agrotoxico no meio ambiente e
uma melhora na satide humana no Brasil o ministério da satde permite um valor maximo
para 0 composto em agua potavel de 2 pg/L*! e a Organizagio Mundial da Satde (OMS)
determina o valor limite de 100 pg/L, correspondente a soma de atrazina e seus
metabolitos cloro-s-triazinas.*?

Alguns paises tém estabelecido o limite da concentragdo méxima de atrazina na
agua potavel um pouco diferente, como é o caso dos Estados Unidos que permite 3,0 pg/L
de atrazina/ 4gua potavel.** A Comunidade Européia estipula que a concentracdo ndo
possa exceder 0,1 pg/L .** De acordo com a Norma de Qualidade Ambiental da Agua
Superficial (GB3838-2002) na China, a concentragdo maxima permitida de atrazina nas
aguas superficiais € de 3,0 pg/L, e para abastecimento urbano de agua a concentragédo
limitada de atrazina é de 2,0 pg/L.*°

Devido ao alto consumo de residuos de pesticidas e com os problemas associados
a saude humana e meio ambiente tornou-se importante e necessario buscar novos métodos
de detecgéo de atrazina que sejam eficientes principalmente para baixas concentragdes.
Além das técnicas analiticas convencionais utilizadas como a cromatografia gasosa (GC),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrometria de massa e teste ELISA

(do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), 0s sensores ganharam importancia por
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apresentarem , maior sensibilidade e precisdo, facil utilizacdo, possibilidade de
portabilidade e miniaturizacdo para a identificacdo de residuos de pesticidas em amostras

diversas.6:46:47

2.2. DETERMINACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS

2.2.1. Nanotecnologia: Biossensores e Nanobiossensores

Ao medir, manipular, produzir a nivel atbmico, molecular e supramolecular a
producdo de materiais, esta relacionado & nanotecnologia. Esta tecnologia falamos
permite a construcio de estruturas e novos materiais a partir dos atomos,**“° sendo o
nandmetro (nm) definido como a bilionésima parte de um metro.>® Na agricultura a
nanotecnologia é muito utilizada para identificacdo e deteccéo de residuos de pesticidas
através de dispositivos chamados de nanobiossensores quando estdo em escala
nanométricas.>* >3

Os nanobiossesnores sdo dispositivos que fornecem informacBes analiticas
especificas, usando um elemento de reconhecimento bioldgico (como acidos nucléicos,
células, enzimas e anticorpos) associado a um sistema de transducéo para detectar um
analito.>%5 O biossensor é composto por trés elementos basicos:*®

1) Elemento de Reconhecimento Bioldgico: através do qual o biossensor reconhece
seletivamente um ou varios analitos entre um grande numero de outras
substancias;

2) Transdutor Fisico: que processa o sinal produzido pela interacdo entre o
elemento de reconhecimento e o analito de interesse;

3) Sistema Eletronico de Amplificacdo de Sinal e Gravagdo de Dados.

Os nanobiossensores sdo classificados por quatro critérios basicos de acordo com com
Método utilizado para detectar a interacdo desejada, tipo de interacdo que se estabelece
entre o elemento sensor e o analito, sistema de transdugéo e a Natureza do composto de
reconhecimento (biolégico ou ndo bioldgico). Podem ser por exemplo eletroquimicos,
opticos, térmicos, fisico-quimico, acusticos, eletroquimico de acordo com a transducgéo
do sinal.>’No caso daqueles baseados no elemento bioldgico podem ser biocatalitico
(enzimas, células ou tecidos) ou por bioafinidade (antigenos, anticorpos ou fragmentos
de DNA).%8-62
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2.2.2. Biossensores enzimaticos

Os biossensores possuem diversas caracteristicas e uma delas ¢é a seletividade,
realizada principalmente pelo componente bioldgico.®*®* O elemento biol6gico mais
usado para a construg@o destes biossensores sdo as enzimas, estruturas organicas, onde
em reagdo atuam como catalisadores sendo capazes de aumentar a velocidade da reacéo,
diminuindo a energia de ativacdo e assim, diminuindo o tempo de reacdo. Quando uma
reacdo utiliza enzima, a mesma se liga ao seu substrato (substancia necessaria para a
formacéo de produto final) formando assim o complexo enzima-substrato e entéo, o
substrato é consumido para a formacgao do produto final.®>%®

Um biossensor enzimatico pode atuar medindo a transformacdo catalitica do
analito alvo pela enzima ou medindo a inibicdo da enzima devido a presenca de um
inibidor.®” Um inibidor enzimatico é uma substancia que é capaz de interferir na taxa da
catélise enzimatica, retardando ou reduzindo o processo, ou a especificidade bioldgica da
reacao. Entre os inibidores de enzimas podemos citar os poluentes ambientais, tais como
compostos organicos, pesticidas e metais, podendo interferir nos processos normais no

nticleo da célula e competir com substratos por sitios ativo.%8°

2.2.3. Enzima Tirosinase

As enzimas sdo estruturas organicas, mais precisamente proteinas, que agem como
catalisadores de reacBes em processos biologicos. Um exemplo é a enzima tirosinase,
encontrada na natureza desde bactérias até mamiferos, sendo em maior quantidade em
cogumelos, nos tecidos de banana, batata, inhame, maca, péra, abacate, berinjela, entre
outros, sendo a responsavel pelo aparecimento da pigmentacdo escura em vegetais e
frutos e também responsavel na sintese da melanina.”®"® Utilizada na determinagéo de
pesticidas, farmacos, envelhecimento de bebidas alcodlicas, determinagdo de compostos
fendlicos.”"" A tirosinase pode ser inibida por varios poluentes, sendo um deles o
herbicida atrazina. Um inibidor enzimatico influencia na taxa de reacdo da catalise
enzimatica, causando uma diminui¢do no processo bioldgico da reagdo.®® Pertencente &
familia dos polifenois oxidase, a enzima tirosinase é metaloproteina binuclear conhecida

também como creolase e catecolase.”® Possui em sua estrutura dois atomos de cobre II,
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como sitios ativos, sendo cada um coordenado a trés moléculas de histidinas, onde

encontram-se duas ligagGes equatoriais fortes e uma axial fraca (Figura 2).”

His
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Figura 2: Estrutura da Enzima Tirosinase com seus dois a&tomos de Cu (11).7

A enzima tirosinase em presenca de oxigénio catalisa duas reacdes diferentes
(Figura 3):%°

12 transformacdo de o-mono-fendis em catecdis (atividade cresolase)

2% oxidacdo do catecol para o-quinona (atividade catecolase)
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Figura 3: Esquema das Reacdes Catalisadas pela Tirosinase.®°

Uma enzima tirosinase é inibida pelo blogueio de sitios ativos, onde forma o
complexo enzima-inibidor bloqueando a transferéncia eletrénica entre a enzima e 0
substrato.®® O acesso de uma enzima ao analito e a proximidade com o transdutor é dada
pela imobilizagdo.8!

Estudos utilizaram a enzima tirosinase no desenvolvimento de seus biossensores
para deteccéo de diversos analitos, como o estudo de Kim et al. (2008) que desenvolveram
um biossensor baseado em tirosinase com eletrodo revestido com nanoparticulas de ouro
caracterizado por medidas de voltametria ciclica para deteccéo de atrazina. A enzima foi

imobilizada no eletrodo sobre uma camada de SAM por ligacdo covalente com o uso de
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EDC/NHS. Os resultados foram obtidos a partir da inibicdo enzimatica decorrente da
presenca do pesticida em amostras de &gua, apresentando um limite de deteccédo de 0,35
pg.mL™ e com uma faixa de concentragéo de 0,001 — 0,5 ng.mL .82

Martinazzo et al, 2018, desenvolveram um nanobiossensor de cantilever para
deteccdo de atrazina em agua utilizando extrato bruto vegetal (banana) da enzima
tirosinase. A funcionalizacdo do cantilever foi realizada empregando dois modos
diferentes : pela técnica de camadas automontadas (SAM) em superficie de silicio
contendo  ouro, é&cido  16-mercaptohexadecandico (AMHD),  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)/N-hidroxi-succinimida (NHS) e extrato bruto
vegetal de tirosinase, obtido de banana nanica (Musa acuminata).®

Estes nanobiosensores de cantileveres utilizados sdo assim demoninados por
apresentar uma camada ativa (materiais biologicamente sensiveis, como enzimas) em
nanoescala e utilizar agentes biol6gicos como receptores. Devido a grande versatilidade
dos nanobiossensores houve um aumento significativo do seu uso por oferecem respostas
em tempo real, reconhecimento especifico, alta sensibilidade, miniaturizacdo e sem pré-
tratamento de amostras.>>®3 O grande atrativo desta técnica, em relacdo aos métodos
quimicos tradicionais, € que ela permite determinar diretamente a biodisponiblidade das

substancias quimicas e seus efeitos bioldgicos.

2.2.4. Nanobiossensores de Cantileveres

Estudos evidenciam que o uso de pesticidas para combater pragas, fungos, insetos
e ervas daninhas muitas vezes sdo necessarios na agricultura, mas o uso desenfreado e
acima dos limites permitidos causam uma grande contaminacdo no solo, &gua e ar,
causando riscos para a satide.3487

Com esta grande preocupacao a importancia de se ter dispositivo de deteccdo de
contaminantes mais preciso, mais rapido, miniaturizado, mais econdmico se tornou
necessario e novas tecnologias comecaram a ser desenvolvidas. A criacdo de um novo
dispositivo de deteccdo de analitos que ocorre atraves da funcionalizacdo da haste ou da
ponta de um cantilever e este é usado como sensor.*"#

Dentre os sensores, temos 0s nanossensores definidos como material sensivel

usado para transmitir informac6es quimicas, fisicas ou bioldgicas sobre nanomateriais e
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moléculas de eventos de reconhecimento, com propriedades espaciais de 1 a 100 nm. Os
nanossensores apresentam uma classe que utiliza agentes biol6gicos como receptores, 0s
nanobiossensores.®® Os nanobiossensores baseados em cantilever possuem baixos limites
de deteccdo, utilizam pequenas quantidades de amostras, apresentam resposta em tempo
real, mede interacGes biomoleculares, a nivel molecular, alta sensibilidade ndo apenas
para pesticidas, mas também para metais pesados, compostos volateis e outros.>-**

O cantilever *® normalmente obtido com materiais de silicio, possui uma haste
flexivel, onde uma de suas extremidades é fixa a um suporte.?*%¢-% Devem possuir sua
superficie ou sua ponta recoberta com uma camada sensora (funcionalizados), para
atuarem como biossensores, pois ndo possuem atributos sensitivos na composicdo de seu
material. Esta camada sensora pode ser um elemento bioldgico, que seja especifico a

molécula alvo e este recobrimento ocorre pelo processo de funcionalizagio.®®

2.2.4.1. Funcionalizacdo dos nanobiossensores de cantilevers

A funcionalizacdo do cantilever para uso como nanobiossensor pode ser realizada
com monocamadas organicas, onde ocorre uma modificacdo quimica da superficie para
originar grupos funcionais bem definidos e reativos que se ligam ao elemento de
reconhecimento biolégico seguido da imobilizagdo.>5*°

Uma técnica muito utilizada como método de funcionalizagdo, é a técnica de
camadas automontadas- SAM (do inglés Self-Assembled Monolayers). SAM é constituida
por camadas moleculares formadas pela exposicdo de uma superficie a moléculas com
grupos funcionais que possuem afinidade por um determinado substrato usado como
suporte, como por exemplo, o ouro. Estas camadas moleculares apresentam alta
organizacdo, por meio de quimiossor¢do de moléculas organicas sobre uma superficie
sélida.13'14'1°°

A comparacdo entrediferentes tiois para formacdo de SAMs ordenadas é
importante pois, cadeia alquilica menor, tem maior rigidez, transmite o stress com maior
eficiéncia. Quanto menor o comprimento, maior é a tensdo superficial. Estes mecanismos
e principios irdo sustentar a concepcdo de dispositivos e revestimentos para
significativamente baixar o limite de deteccdo de pequenas moléculas. Assim, a
sensibilidade do sensor de cantilever aumenta com a diminuicdo do comprimento da

cadeia do ligante. Estes mecanismos irdo sustentar a concepgdo de dispositivos e
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revestimentos para significativamente baixar o limite de deteccdo de pequenas
moléculas.”10

Atraveés da formacdo de SAM ocorre uma interagdo entre moléculas e a superficie,
modificando suas propriedades fisicas e quimicas. Além disso, por ser uma técnica
simples, versatil e eficaz para produzir estruturas altamente ordenadas tem se tornado um
procedimento de imobilizacéo para fixar material bioldgico.1®

Estudos apontam a técnica de SAM como promissora e eficaz para o preparado
de dispositivos altamente sensores. Galli (2009), descreve que a formacdo de SAM de
tiois sobre a superficie metalica constitui uma técnica bastante interessante de obtencéo
de uma superficie com alto grau de ordenacdo controlada quimicamente. Segundo, Lee et
al., (1991) os tidis apresentam uma forte afinidade com os metais de transicéo,
provavelmente devido a possibilidade desses compostos formarem mdaltiplas ligacdes
com a superficie metalica, também sdo conhecidos por interagirem fortemente com
superficies de ouro para formar monocamadas estaveis e automontadas.'%>1% Uma
monocamada é constituida por um grupo funcional que se liga a um substrato, uma cadeia
de hidrocarbonetos que fornece estabilidade ao conjunto por interac6es de van der Waals
e um outro grupo funcional que é responsavel pelo acoplamento da biomolécula a
monocamada,®*'* como ilustrado na. Figura 4.1% Segundo Almeida (2010), a
automontagem da monocamada de tiol em ouro é realizada pela interagcdo quimica entre

0 ouro e o enxofre (presente no tiol) situado na extremidade da cadeia.*®

Grupo Funcional Terminal (COOH)

Cadeia Carbonica

Atomos de Enxofte
Superficie de Ouro

Figura 4: Representacéo da Técnica de Monocamadas Automontadas (SAM).1%

Para a imobilizacdo da enzima é comum a utilizagdo de agentes de acoplamento,
tais como EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) - carbodiimida e NHS - N-hidroxi-
succinimida. O EDC possui a funcéo de ativar os grupos carboxilicos e 0 NHS reage com
aminas primarias, sendo que no produto final é formada uma ligagdo amida (O=C-N-

H).1%7 Com estes agentes podemos unir enzimas a moléculas de alcanotidis com o grupo
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terminal (-COOH), realizando a ligacdo dos grupamentos (—NHz) e (-COOH).1% Pode-
se observar (Figura 5)'% melhor esta reagdo pelo esquema de reticulacio mediada por
EDC (a) e EDC/NHS (b), onde ap0s a ligacdo covalente do tiol no ouro, tem um grupo
carboxilico que fica disponivel para a proxima etapa da técnica de SAM. Este grupo
presente no tiol podera reagir com o EDC, formando o grupo intermediario O-acilisoureia

instavel e reativo.

(a) o cr
NH* N A
i Grupo amina
o R;—NH, 0
)k + N E— — )L R2
R{ OH [ o il R{ NH
| i I o ami
Grupo carboxil N Ry NH Ligacao amida
(estavel)
| ~
EDC O-acilisoureia
(instavel)
(b)
Y
NH* Grupo amina

o R;—NH,
o ™ -~ 0
o N + J\ /N JL sz
N R 07\
OH \ 0

Ligacdo amida

Ester de NHS (estével)

(semi-estivel)
O-acilisoureia
(instavel)

Figura 5: Reac&o de Reticulacdo mediada por EDC (a) e EDC/NHS (b).°

A partir da formacéo do grupo intermediario formado na reacdo acima, a reagdo
podera ocorrer de trés etapas:
1. Ocorrerd uma ligagdo amida com o grupo carboxilico original, e um produto
secundario do EDC é liberado, se possuir uma amina primaria disponivel.
2. O intermediario do EDC reage com o NHS presente, se ligando através do
grupo carboxilico original. Neste caso um grupo reativo que é mais estavel se

forma.
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3. Se, o intermediario ndo reagir imediatamente, ira sofrer hidrdlise, e o grupo
carboxilico original se restaura.

O caminho da reacdo (2) é favorecido quando se utiliza EDC e NHS combinados.

Posteriormente, aminas primarias do componente a ser imobilizado removem o NHS,

liberando-0 em solugéo, e se ligam ao acido carboxilico original.*%71%

2.2.4.2. Modo de Operacao- Resposta dos biossensores de cantilever

O funcionamento de um cantilever baseia-se na adsorcdo de analitos sobre uma
superficie sensivel que provocard uma mudanca na frequéncia vibracional ou uma
deflexdo do mesmo.*®

Assim, dois principais modos de operacéo e obtencéo da resposta dos cantileveres
sdo fornecidos através do equipamento AFM, sdo (1) o modo estatico e o (2) modo

dindmico (Figura 7).1%0

Modo Estatico Modo Dinamico
® ®
Camada @ @ ® ®
sensitiva &
Frequéncia
A v . . ' .
Deflexiao Piezo | Camada

sensitiva

Figura 6: Modos de Operacdo de Sensores de Cantilever: Modo Estatico e Modo

Dinamico.10

Na operagdo no modo estatico (1), somente um lado da superficie do cantilever é
funcionalizado, ocorrendo reconhecimento do analito, através de uma alteracéo na tenséo
e a deflexdo. Neste modo, o cantilever deve possuir uma haste longa e uma constante de
mola baixa para se possuir grandes deflexdes. No modo dinamico (2) ocorre a
funcionalizagdo em ambos os lados do cantilever, ele depende de alteragdes de frequéncia
de ressonéncia causadas por adsorcdo de massa ou rigidez do cantilever (constante de

mola). Quanto mais curta a haste e maior a constante de mola do cantilever, mais facil de
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atingir elevadas frequéncias de ressonancia. Aumentando a massa deste cantilever a
frequéncia de ressonancia diminui,%111-113

Os sensores de cantilever sdo usados para diferentes amostras no ambiente liquido,
ar ou vacuo, sendo que quando esta imerso em meio liquido, o efeito do amortecimento
dificulta o deslocamento da frequéncia de ressonancia, tornado a resposta de deflexdo
inalterada justamente pela presenca do meio liquido.®® Por esta razéo, se utiliza 0 modo
estatico quando o sensor estiver em meio liquido.'**

Em meio liquido o funcionamento exige adaptac6es de algumas pecas para evitar
0 encharque de componentes elétricos, como a ceramica piezoelétrica. O porta amostra
deve ser grande para acomodar a amostra e a solu¢do em que esta imerso. Para recobrir 0
cantilever costuma-se usar mililitros de solucdo, para evitar de evaporar e ocasionar
mudanca na concentracdo de solventes. O canticlip, suporte do cantilever, evita o contato
entre o liquido e o piezo, que conduz o movimento do cantilever.!*®

A carga de um objeto (da ponta e do cantilever), quando em solugdo, é rastreada
por ions moveis no eletrolito circundante. Os ions com o mesmo sinal de carga séo
repelidos dos arredores do objeto, os de sinais de cargas opostas, causariam uma atracao
eletrostatica pelo objeto que diminuiria a sua entropia. Sua distribuicdo espacial é um
compromisso entre essas duas tendéncias opostas. O arranjo resultante da selecdo dos
ions em torno do objeto é conhecido como a dupla camada elétrica, e sua estrutura tem
um impacto maior nas interacdes entre objetos carregados em soluggo. 16117

Na operacdo em meio liquido um feixe de laser é ajustado na extremidade do
cantilever. A funcdo do laser é traduzir (informar) a forca que atua na ponta em uma
deflexdo que pode ser posteriormente monitorada por tunelamento de elétrons,
capacitancia, piezoelétrico, interferometria optica e deflex3o do feixe 6ptico.'*8

Para a operacdo em meio liquido, a maioria dos equipamentos de AFMs usam o
método de deflex&o do raio laser.!*® Quando o cantilever penetra no liquido a intensidade
do laser é zerada pois € desviada pela diferenca do indice de refragdo. Assim, é importante
realizar o ajuste do laser antes de medir a deflex3o, pois caso contrario sera lido o ruido.**°
Pode-se minimizar este problema usando o canticlip com uma janela transparente de
vedagdo. O feixe de laser que entra é transmitido no liquido sem ter interferéncia por
qualquer onda de superficie, resultando em um ponto de estabilizacdo adequado para

detectar a deflexdo do cantilever.*20:12

Enelise Scapin
32



Tese de Doutorado — PGCIMAT/UFRGS

Como principal vantagem no uso de nanobiossensores de cantilever esta a alta
sensitividade que eles apresentam, por detectar substancias na escala de nanograma (ng)
(10°g), picograma (pg) (10*2g), fentograma (fg) (10"°g) até zeptograma (zg) (102!g).1?°

H& poucos estudos ainda sobre o desenvolvimento de nanobiossensores para
deteccdo de atrazina através da técnica de SAM, mas existem outras pesquisas de
deteccdo de atrazina através do desenvolvimento de outros tipos de biosensores. Deda et
al. (2013) desenvolveram um nanobiossensor de ponta de AFM, funcionalizando 30 pL
da solucdo de anticorpo anti-atrazina e glutaraldeido para a deteccdo de atrazina. Neste
trabalho foi comparada a curva de forca entre as pontas ndo funcionalizada e
funcionalizada com anticorpo e, a diferenca da forca de adesdo foi de 16 e 44 pN,
respectivamente, gerando um aumento de 175% de forca de ades&o, permitindo a
deteccdo de atrazina em escala molecular.®

Leite et al. (2015), estudaram a interacdo entre o herbicida atrazina e seu anticorpo
especifico (antiatrazina) com a finalidade de desenvolver um nanobiossensor de AFM.
Os resultados mostraram que um nanobiossensor de AFM pode ser capaz de detectar
atrazina em pequenas quantidades de forma precisa, pois o valor de interacdo apresentou
forca de adesdo de 172 + 26 nN, muito maior quando comparado com outros herbicidas
n&o especificos.?!

Em 2017, Muenchen. K. D, desenvolveu um nanobiossensor de cantilever para a
deteccdo de glifosato em agua. A defini¢do da camada sensora, sua forma de imobilizacédo
na superficie do cantilever até a etapa de reconhecimento do analito foram realizadas por
meio da analise no microscépio de forca atbmica. O extrato vegetal de peroxidase foi
obtido a partir da abobrinha em diferentes condicdes de extracdo (pH 6,0 - 7,0 e auséncia
ou presenca de agente protetor). O extrato enzimatico obtido a pH 7,0 na auséncia de
agente protetor apresentou a melhor estabilidade da atividade enzimatica, sendo esta
condicdo aplicada como camada sensora. A técnica empregada na funcionalizagdo do
cantilever foi a de monocamadas automontadas (SAM), sendo a imobilizacdo da
peroxidase realizada por meio da utilizagio de agentes de reticulagéo.®

Pode-se observar diante de estudos realizados citados acima que a aplicagdo de
nanobiossensores de cantileveres vem sendo usado com bastante éxito para a detec¢do de
varios pesticidas. Alguns apresentados demonstraram a utilizagcdo de enzima tirosinase
comercial ou extrato bruto vegetal como camada sensora e também o uso do tiol 16-

AMHD na funcionalizagdo desses nanobiossensores de cantilevers para deteccdo de
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atrazina em agua. Com base nesses estudos foi identificada a necessidade de modificacédo
na funcionalizagio do nanobiosenssor de cantilever como etapa inovadora. Podemos citar
como modificacdo inovadora para este propdsito de detecgdo a modificagcdo e comparacao
de diferentes moléculas de alcanotiois pela técnica SAM.

Foi desenvolvido um imunossensor de microcantilever para a deteccdo de
Clorimuron-ethl (CE) utilizando também o &cido 11-MUA. Utilizaram ligantes com 1, 5,
10 e 15 carbonos de comprimento da cadeia alquilica e estes foram comparados pelos
seus efeitos na transmissao do stress do corpo para a superficie. A cadeia alquilica mais
curta, que tem maior rigidez, transmite o stress com maior eficiéncia. Quanto menor o
comprimento, maior é a tensdo superficial. Estes mecanismos e principios irdo sustentar
a concepcéo de dispositivos e revestimentos para significativamente baixar o limite de
deteccdo de pequenas moléculas. Assim, a sensibilidade do sensor de cantilever aumenta
com a diminuicdo do comprimento da cadeia do ligante. Estes mecanismos irdo sustentar
a concepcéo de dispositivos e revestimentos para significativamente baixar o limite de

deteccdo de pequenas moléculas.t’
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

Os procedimentos experimentais com relacdo ao nanobiossensores de cantileveres
foram realizados nos Laboratérios de Precisdo Analitica, Processos de Separacdo/
Termodindmica e de instrumentacdo Analitica, da Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das missdes — Campus Erechim.

Todo material utilizado (baldes volumétricos, espatulas, béqueres, placas de petri,
etc) foi submetido a um procedimento de limpeza com solugéo de acido nitrico 3 mol. L!
(HNO3) (65%) com posterior lavagem com agua destilada (OS10LXE - Gehaka), agua
deionizada (Permution) e &gua milli-Q (Millipore Co. 18,2 MQ/cm) para assegurar a
auséncia de quaisquer residuos organicos que pudessem interferir nas analises.

Os reagentes utilizados foram 0 HNO3 (Quimica Moderna, 65%), fosfato de sodio
pH 6,5 na concentragdo de 2 mg.mL™? (Vetec, 98%), alcool absoluto (Quimex, 99,5 %),
alcool isopropilico (Vetec, 95%), catecol 0,05 mol.L?, acido 16-mercaptohexadecandico
(AMHD) (tiol) (Sigma Aldrich, 90%), acido 11-mercaptoundecandico (MUA) (tiol)
(Sigma Aldrich, 90%), N-(3-dimetilaminopropil)-N’etilcarbodiimida (EDC) (Sigma
Aldrich, 98%), N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma Aldrich, 98%), tyrosinase from
mushroom comercial (Sigma Aldrich) (2687 U/mg) e padréo de Atrazina(Sigma Aldrich)
99% de pureza.

PrimatopSC (Herbicida seletivo de acdo sistematica do grupo quimico das
triazinas).  Composicdo:  6-chlorp-N2-ethyl-N*isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine
(atrazina) 250g.L (25% m/V); 6-chloro-N?, N“-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine
(simazina) 250g.L (25% m/V); outros ingredientes 620 g.L™ (62% m/V), (Syngenta).

Connect (inseticida sistematico dos grupos quimicos dos neonicotinoides
(imidacloprido) e piretroides (beta-ciflutrina). Composi¢do: 1-( 6-chloro-3-
pyridylmethyl)- N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine (IMIDACLOPRIDO) 100g/L (10%
m/V; R-alfa-cyano-4-fluoro-3-phenoxybenzyl-(1S, 3S)-3-(2, 2-dychlorovinyl)-2, 2-
dimethylcyclopropaneacarboxylate-and-(S0-alfa-cyano-4-fluoro-3-phenoxybenzyl (1R,
3R0-3-(2, 2-dichlorovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarbox (BETA-CIFLUTRINA)
12,5 g/L (1, 25% m/V ) outros ingredientes 967,5 g/L (96,75% m/V), (Bayer);
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Nomolt 150 (Inseticida regulador de crescimento de insetos, inibidor da sintese de
quitina, grupo quimico: TEFLUBENZUROM: Benzoiluréias). Composi¢do: 1-(3,5-
dichloro-2,4-difluorophenyl) -3-(2,6-difluorobenzoyl) -urea (TEFLUBENZUROM) 150
o/L (15,0% m/v); Outros Ingredientes 953 g/L (95,3% m/v), (BASF).

PONTEIROBR® (Herbicida seletivo, de acdo sistémica, grupo quimico:
Triazolonas).  COMPOSICAO:  2'4'-dichloro-5'-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-
methyl-5-0x0-1H-1,2,4-triazol-1-yl)  methanesulfonanilide = (SULFENTRAZONA)
500,00 g/L (50,00% m/v); Outros Ingredientes 725,00 g/L (72,50% m/v), (Ourofino
Agrociéncia).

A égua utilizada para o preparado da amostra real de pesticidas foi obtida de aguas
superficiais, do poco artesiano localizado na sede da empresa Biotrigo Genética-Passo
Fundo-RS, latitude: -28.22450° e longitute: -52.38292, regido contendo lavouras de

cultivo de trigo e soja (Figura 8).
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Figura 7: Localizacdo geografica da coleta de amostra real de pesticidas.!??
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3.2. METODOS

Atraveés do esquema apresentado na Figura 9 podemos observar um esquema com
as etapas envolvidas neste estudo, desde o desenvolvimento dos nanobiossensores de
cantilever funcionalizados com diferentes &cidos (Acidos 16-AMHD E 11-MUA), a
avaliacdo da resposta do sensor na deteccdo do herbicida atrazina em agua ultrapura e
amostra real de pesticida (dgua de poco artesiano), caracterizacdo das respostas e da

superficie dos nanobiossensores de cantileveres.
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Figura 8: Esquema das etapas do desenvolvimento dos nanobiossensores de cantilevers

usados no presente estudo, suas aplicacdes e caracterizagdes.

3.2.1. Cantileveres

Os cantileveres (ContGD-G) utilizados para o desenvolvimento dos
nanobiossensores, foram obtidos comerciamente da BudgetSensors®, modelo ContGD-
G. Um sensor de cantilever deve possuir uma camada refletiva e caracteristicas para poder
se ligar ao material da camada sensitiva. Baseado nestas informagdes o ouro foi escolhido
como camada refletida por ser um metal inerte e possuir forte interacdo com o enxofre

(suficiente para formar ligacGes covalentes).!?
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O material utilizado foi de silicio revestido com 70 nm de ouro em somente um
dos lados, com frequéncia de ressonéancia de 13 kHz e uma baixa constante de mola 0,2
(0,07-0,4) N/m, o que resulta em maior sensitividade para medi¢des no modo estatico em
meio liquido, que traduz também a rigidez da haste, ou seja, representa uma medida de
dureza, e quanto mais flexivel for a mola, mais facilmente consegue sentir alteracoes de
massa, resultando em maior sensibilidade do sensor que sera desenvolvido.'?*

E possivel observar na Figura 10 as seguintes dimensdes na vista lateral:
comprimento de 3,4 mm e a espessura do suporte de 0,3 mm, com espessura de haste de
2um e 17 um de comprimento de ponta. Na vista superior o suporte possui a largura de

1,6 mm e a haste apresenta 450 um de comprimento e 50 um de largura.

Superficie Refletora
(70 nm de ouro)

450 pm

<
<

El 1.6mm IE

Figura 9: Especificaces do Cantilever utilizado.%®

Os cantileveres, séo recobertos com AU e foram escolhidos por sua alta afinidade
com o grupo tiol (-SH) e por esta razao, essa camada parte das etapas de funcionalizacéo.
A camada de ouro esta presente apenas no lado superior do cantilever, entdo a
funcionalizacdo é realizada apenas neste lado e consequentemente, 0 mesmo pode ser

operado no modo estatico.*®

3.2.2. Funcionalizacdo dos Cantileveres pela Técnica de Camadas Automontadas
(SAM)

A funcionalizacdo do cantilever foi realizada em seu modo ativo, que consiste na

deposicdo da camada sensora no lado superior, onde se encontra depositado o ouro. A
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técnica de SAM foi escolhida por permitir interacdes entre moléculas e superficies,
modificando suas propriedades fisicas e quimicas, aumentando a sensibilidade pelo
analito, além de apresentarem estabilidade razoavel por um periodo longo de tempo.1%0125

A imobilizacdo da enzima na superficie do cantilever foi realizada por meio da
técnica de SAM, usando agentes reticuladores (EDC/NHS) para ligacdo covalente com
moléculas de alcanotiois.

O procedimento de funcionalizagdo do cantilever foi realizado consistindo das
seguintes etapas:*

Etapas da Funcionalizagdo dos nanobiossensores de cantilever por SAM
utilizando EDC 1mM/ NHS 1mM (4:1 v/v) e &cido 16-mercaptohexadecandico (AMHD)
e Funcionalizacdo dos nanobiossensores de cantilever por SAM utilizando EDC 1mM/
NHS 1mM (4:1 v/v) e &cido 11-mercaptoundecandico (MUA):

o Etapa 1: limpeza

O cantilever foi transferido individualmente para uma placa de petri e imerso em
aproximadamente 1,5 mL alcool isopropilico por 2 minutos para lavagem, a fim de
eliminar quaisquer interferentes presentes. Apos, é retirado para a secagem por durante

15 minutos, a uma temperatura de aproximadamente 20°C.

o Etapa 2: Deposic¢ao do tiol

Apoés a secagem o cantilever é colocado em imersdo em uma solucdo de 16-
AMHD (2 mM) em meio etanélico (aproximadamente 2 mL), em contato overnight (16
h) em uma placa de petri. Em seguida, foi realizada a lavagem do cantilever com agua
ultrapura por 2 min e secagem a 20°C por 15 min. O mesmo procedimento repete-se para
0 cantilever em contato com o &cido 11-MUA.

o Etapa 3: EDC/ NHS
Nesta etapa foi realizada a imersédo do cantilever na mistura EDS/NHS por 10
minutos. A seguir foi realizada uma lavagem com &gua ultrapura por 2 min e secagem

por 15 min.
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o Etapa 4: imobilizacdo da enzima

A imobilizagdo foi realizada por meio da imersdo do cantilever na enzima
comercial tirosinase (2687 U/mg) diluida em tampdo de fosfato de sédio a pH 6,5 na
concentracgdo de 2mg.mL™ durante 10 minutos. Posteriormente foi realizada a lavagem
do cantilever com a solucdo de tampéo de fosfato de sodio a pH 6,5 (2 min) e secagem a
20°C por 15 minutos.

Posteriormente, os nanobiossensores de cantilveres foram armazenados sob
refrigeragéo (4°C) a seco em um suporte denominado, canticlip. Todas as lavagens
realizadas apds cada etapa de funcionalizacdo tinham como funcao remover as moléculas
que ficaram adsorvidas na superficie. Todos os procedimentos foram realizados em uma
sala climatizada a 20°C e antes da realizacdo de cada experimento, os mesmos ficaram a
25°C por 30 min, para estabilizar a temperatura.

A quantidade de enzima que foi imobilizada na superficie dos cantilveres foi
determinada através da medida da atividade enzimatica antes e ap6s a imobilizacéo para

ambos as solucgdes contendo tanto o acido 11-MUA quanto o acido 16-AMHD.

3.2.3. Medida Atividade Enziméatica

A atividade enzimatica da enzima tirosinase foi determinada por meio da técnica
de espectrofotometria no UV/Vis (Biosystems), de acordo com Perone et al. (2005).7 A
absorbancia das solugbes foi medida em comprimento de onda igual a 410 nm,
imediatamente apds a mistura dos reagentes em uma cubeta de quartzo (2,8 mL de solucao
de catecol 0,05 mol.L! em tamp&o de fosfato de sodio 0,2 mol.L, 0,1 mL da solugéo de
enzima tirosinase a 20 °C e 0,1 mL de tampé&o de fosfato de sédio 0,2 mol.L ™). Todas as
medidas foram realizadas em um intervalo de 20 até atingir o tempo necessario para a
enzima deixar de reagir em presenca de catecol. Todas as leituras foram realizadas em
triplicata.

Uma unidade de atividade (U) € definida como a quantidade de enzima que causa
0 aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto, nas condicdes citadas, sendo

calculada pela Equacéo 1.
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Atividade enzimatica (U/mg) = (AA x 1000 x D/ (At x V) Equacéo 1.

onde: AA: variagao de absorbancia final e inicial At: variagdo do tempo reacional (final e
inicial), em min; D: diluigdo da solugdo enzimética; V: volume da solucdo enzimatica

utilizada no ensaio, em mL e solugdo enzimatica de tirosinase que € igual a 2 mg. mL™).

3.2.4. Medida de Deflexdo do Nanobiossensor de Cantilever

A resposta dos nanobiossensores, foi avaliada em meio liquido, no modo estético,
por meio da realizacdo de uma imagem utilizando um AFM da Nanosurf (C3000
Controller). O feixe de laser é focado na extremidade final do cantilever e refletido para
um fotodiodo de quatro quadrantes que monitora a deflexdo, onde o alcance do
fotodetector € de 0 a 12 Volts, sendo que a distancia percorrida pela haste é proporcional
ao sinal de voltagem do AFM.1%

O nanobiossensor de cantilever, previamente funcionalizado e acoplado ao
canticlip (suporte onde fica o cantilever), foi inserido junto ao cabegote (scanner) do
equipamento, onde o laser foi posicionado na extremidade final da haste do cantilever e
na posicdo central do fotodetector, verificando sua intensidade, sendo ambos calibrados
apenas na primeira medida com agua ultrapura. Entéo, a resposta era monitorada por meio
da criacdo de uma imagem, realizada nos seguintes parametros: resolucdo de 600 x 600
pontos (a imagem foi formada por 600 linhas, representando os pontos de resposta) e a
velocidade de varredura de 1s/linha para a obtencdo da resposta.

As imagens obtidas foram convertidas em um grafico de Deflexdo X Tempo de
contato (min), por meio do software Gwyddion (Versdo 2.57) e os dados da imagem
foram exportados para o software Excel (Versdo 2010) para obtengéo dos gréaficos.

A voltagem lida foi proveniente do sinal do fotodetector do equipamento. Todos

0s dados foram obtidos em triplicata.

3.2.5. Avaliacdo da Resposta do Nanobiossensor de Cantilever na Deteccdo de
Atrazina em Agua
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Para as andlises do herbicida atrazina utilizou-se um padrdo de atrazina de 99%
de pureza da Sigma Aldrich. Foi preparada uma “solugé@o estoque” na concentragio de
10 mg. L%, onde foi diluido 0,005g de atrazina em 500 mL de &gua ultrapura.

A partir desta, as solucdes de trabalho foram de 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 50, e 100
pg/L utilizando-se agua ultrapura, que foram preparadas de acordo com o limite maximo
permitido pelo ministério da satide do Brasil para atrazina em agua potavel (2 ppb).

Para a realizacéo das analises foi inserido (0,5 mL) de cada solucdo injetada sobre
uma placa de aco inoxidavel no AFM, de modo que o nanobiossensor de cantilever ficasse
imerso na solucdo (Figura 12). Cada andlise foi de 15 min. Transcorrido este tempo, a
gota era retirada e injetada outra gota em ordem crescente de concentragdo das solugdes

de atrazina em agua ultrapura.

Figura 10: Solugéo de atrazina em contato com o cantilever.

As analises foram realizadas em temperatura constante de 25,5 °C + 0,5 através
de um sistema de resfriamento tendo por base uma pastilha Peltier com dimensdes de 50
x 53 mm. Este elemento, quando ligado a uma fonte de corrente continua (CC) teve uma
de suas faces resfriadas e a outra aquecida.

A fim de, minimizar ruidos, vibragdes mecanicas e interferéncias nas respostas,
usou-se uma caixa de fibra de média densidade (MDF) sobre a parte do equipamento que

ficava o cantilever em contato com a amostra e a mesa-vibratoria (Figura 13).%°
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Figura 11: Sistema de resfriamento do equipamento de microscopia de forgca atdbmica

desenvolvido para controle de temperatura e minimizagdo de ruidos.

O local onde o equipamento se encontra € uma caracteristica bem importante sobre
o funcionamento do AFM, pois ele é muito sensivel e deve permanecer sobre uma
superficie que evite vibracbes para ndo prejudicar a interacdo da ponta-amostra. Fatores
como, sensibilidade de medicdo, o ruido e a resolucdo ndo dependem apenas das
propriedades do cantilever, pois estes parametros sdo fortemente influenciados pelo
desempenho do sistema de instrumentac3o e das condigcdes do ambiente externo. %126

A face resfriada e seu dissipador ficaram na parte interna da caixa enguanto a face
aquecida e seu dissipador ficaram na parte externa. O dispositivo foi montado na parte
superior da caixa em uma abertura realizada para sua fixacdo. Em cada dissipador de calor
foi colocado um microventilador, ambos alimentados pela mesma fonte de energia que
aciona a pastilha Peltier. A tenséo a que o sistema ficou submetido era em torno de 5,5
V, que garantiu o resfriamento e impulsionou os microventiladores com baixa velocidade,
para ndo haver ruido que pudesse interferir nos experimentos.

Para controlar a temperatura interna foi utilizado um sistema de controle baseado
em um sensor PT100 situado no interior da caixa e conectado a um controlador digital
externo que desligava a fonte do sistema Peltier caso a temperatura atingisse o valor

minimo programado.

3.2.6. Caracterizacao das Respostas dos Nanobiossensores de Cantilever

Foram avaliadas as caracteristicas como sensitividade, limite de deteccéo, limite

de quantificacdo, reversibilidade e estabilidade dos nanobiossensores de cantileveres
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funcionalizados com enzima tirosinase comercial e para ambos os tidis citados. Estas
caracteristicas foram avaliadas através destes nanobiossensores em contato com
diferentes concentragdes de padréo de atrazina. Os dispositivos tiveram suas deflexdes
observadas, produzindo uma curva de calibracdo da concentracdo logaritmica do padréo
de atrazina versus deflexdo. As caracteristicas avaliadas foram obtidas da seguinte
maneira:

Limite de deteccdo (LD): o célculo foi baseado de acordo com Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que define limite de deteccdo sendo a menor
concentragéo que pode ser distinguida a nivel de confianga.'?"*?® O limite de deteccao foi
definido com a concentracdo analitica que gera resposta com um fator de confianca k
superior ao desvio padréo do branco (Sp) (Equacéo 2), sendo realizado a partir da curva

de calibracéo.

LD = o (Equacéo 2)

m

Onde: Sb é o desvio padrdo do branco, m é sensitividade da calibracdo, k: 3,
correspondendo ao nivel de confianca de 99,6%.
O limite de quantificacdo (LQ): é definido como a quantidade de analito detectavel

pelos sensores.

LQ = 10;—” (Equacdao 3)

Onde: (m) é a sensitividade da curva de calibracédo e o desvio padrdo do branco (Sp).

Sensitividade: é a variacdo da resposta em funcao da concentracdo do analito e é expressa
pelo coeficiente angular da curva analitica.*®® A sensitividade linear é a razdo entre a
inclinacdo da curva de calibracdo e o desvio padrdo do sinal analitico a uma certa
concentragéo do analito.'?8

Reversibilidade (n): € a resposta do sensor de retornar ou ndo a sua condigéo inicial
depois de interrompido o contato com o analito em questdo.'* Os nanobiossensores
foram expostos a uma concentragdo de 10 pg.L™? da solucdo de padrdo de atrazina
(concentracdo que apresentou maior resposta) e a 4gua ultrapura (branco) em triplicata,
com temperatura monitorada (25 °C).*! A partir destes dados foi calculada a

reversibilidade (Equacéo 4).
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D—Df
D-Dg

n(%) = (Equagéo 4)

Onde: Do é a deflexdo inicial do nanobiossensor; D é valor de deflexdo ap6s exposicéo
aos metais pesados e Df € a deflex&o final do nanobiossensor.

Durabilidade (estabilidade): foi avaliada nos nanobiossensores funcionalizados com a
enzima tirosinase comercial e diferentes acidos 16-AMHD e 11-MUA, do 1° ao 30° dia
de armazenamento, num intervalo de 10 dias e ap6s analisar os resultados foi avaliada
novamente em um intervalo menor de sete dias a fim de verificar por quanto tempo o0s
nanobiossensores funcionalizados continuavam respondendo. O experimento foi
realizado usando a solucéo de atrazina 0,1 ppb (usada esta concentragao por ser um valor
intermediéario, (visto que todas as concentracBGes apresentaram deflexdo aproximadas).
Apos cada anélise os nanobiossensores foram imersos em agua ultrapura por 30 s para

lavagem e posterior armazenamento em temperatura de refrigeracédo (+ 4°C).

3.2.7. Avaliacdo do Nanobiossensores de Cantilevers em Amostra Real de Pesticida

para Aplicacdo no Campo.

A amostra real de pesticida (PrimatopSC Herbicida (atrazina+simazina), Connect
inseticida, Nomolt 150 Inseticida (teflubenzurom) + agua do poco artesiano) foi coletada
diretamente na hora da aplicacdo na lavoura de experimentagdo em soja pertencente a
Biotrigo Genética, sendo descartado o primeiro jato de amostra que saiu através do bico

do pulverizador a fim de evitar qualquer residuo de outro pesticida (Figura 14).
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Figura 12: Preparo da amostra real de pesticida e aplicacdo em lavoura.

A amostra foi armazenada em vidro ambar e congelada até o momento da
avaliagdo da resposta pelos nanobiossensores funcionalizados. A amostra foi levada
congelada e mantida neste estado até o Laboratério de Termodinamica da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI Erechim.

A amostra coletada foi homogeneizada, e ap6s foram preparadas solucbes
(solucdes com concentracdes de atrazina + simazina em agua ultrapura: 0,001, 0,01, 0,1,
1, 10, 50, e 100 ppb) para a avaliacdo da resposta dos nanobiossensores de cantilever em
amostra real de pesticida.

As amostras foram avaliadas por ordem crescente de concentracdo e a resposta dos
nanobiossensores de cantileveres (deflexdo) foi avaliada em modo estatico no AFM,
conforme descrito no item 3.2.4 no presente estudo. Para a realizagdo da avaliagdo da
resposta dos nanobiossensores de cantilever foi colocada uma gota (0,5 mL) de cada
solucdo injetada sobre uma placa de aco inoxidavel no AFM, de modo que o
nanobiossensor de cantilever ficasse imerso nesta gota para depois fazer a leitura direta
das medidas de deflexdo, por um periodo de 15 minutos. As analises foram realizadas a

uma temperatura de 25,5 °C (0,2).

3.2.8. Andlise de interferentes dos nanobiossensores de cantilvers funcionalizados

Foram realizadas as andlises de interferéncias para 0s nanobiossensores

funcionalizados na presenca de compostos interferentes como, PrimatopSC Herbicida

Enelise Scapin
46



Tese de Doutorado — PGCIMAT/UFRGS

(atrazina+simazina), Connect inseticida, Nomolt 150 Inseticida (teflubenzurom),
PONTEIROBR® Herbicida (sulfentrazono). A resposta dos dispositivos funcionalizados
aos compostos interferentes individuais foi avaliada na concentracdo de 0,1 ug/mL
conforme procedimento descrito no item 3.2.4 com o propdsito de avaliar sua seletividade

ao composto atrazina.

3.2.9. Caracterizagdo da Superficie dos Nanobiossensores de Cantileveres
3.2.9.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo da superficie dos nanobiossensores foi realizada em cada etapa
da funcionalizacdo do cantilever utilizando os acidos 16-AMHD 11- AMHD, sendo que
ambos utilizaram enzima tirosinase comercial. A superficie utilizada foi de silicio (1 cm?),
ou seja, um material similar ao do cantilever, onde foi depositada uma camada de 20 nm
de ouro por meio da técnica Sputtering.

A morfologia das superficies foi avaliada por meio da microscopia eletrénica de
varredura (SEM). Um microscopio eletrénico de varredura (Zeis, EVO LS25). As
amostras foram recobertas com uma camada de 20 nm de ouro usando um metalizador

(Quorum, SC 7620). As micrografias foram obtidas na tenséo de 10 kV.

3.2.9.2. Microscopia de forca atbmica (AFM)

A Microscopia de forca atdbmica (AFM) foi usada a fim de avaliar a topografia,
rugosidade e espessura. Nesta andlise, a ponta de um cantilever realizou uma varredura
na superficie da amostra para avaliar sua topografia. Em consequéncia € gerado um mapa
topografico da superficie que permite calcular os valores de rugosidade superficial bem
como avaliar a mudanga na altura da superficie. A rugosidade e a espessura da camada
depositada sdo dadas pela presenca de irregularidades na superficie podendo assim
também calcular sua espessura.t3>132

As andlises foram realizadas em um AFM Nanosurf (C3000 Controller, Suica),
utilizando um cantilever de silicio, modelo Tap-150-G (BudgetSensors), de frequéncia de
ressonancia de 150 (x75) kHz e constante de mola de 5 (1,5-15) N/m. Todas as imagens

foram obtidas em modo estatico e a varredura realizada no modo tapping (modo contato
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intermitente). Para as analises de topografia e rugosidade, as imagens foram obtidas em
uma area de 25 um?, com resolucéo de 512 x 512 pontos e velocidade de varredura de 2
s/linha. A raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) foi calculada usando o software
Gwyddion (Versdo 2.53), em diferentes locais da imagem. Rms é uma funcdo da média
do desvio dos picos e vales presentes no perfil da superficie do material.*?* As amostras
foram recobertas com uma camada de 20 nm de ouro usando um metalizador (Quorum,
SC 7620).

Para a medida de espessura, utilizou-se uma agulha para fazer um risco sobre as
placas funcionalizadas com os diferentes tidis e a enzima tirosinase. A imagem
topografica (area de 25 um?, com resolugdo de 512 x 512 pontos e velocidade de varredura
de 2 s/linha) foi obtida entre a regido da superficie que continha a camada sensora
depositada e a que teve a camada removida pela agulha, mas permanecendo com a camada
de ouro. A espessura foi calculada utilizando o software Gwyddion (Versao 2.45), por

meio da diferenca de altura entre as duas regides, em varios pontos da imagem analisada.

3.2.9.3. Espectros de absorcéo de reflexéo por infravermelho modulada por
polarizagéo (PM-IRRAS)

A formacdo de camadas de Tiol-11-MUA/Tirosinase e Tiol-16-
AMHD/Tirosinase e 0 estudo dos mecanismos de adsorcdo, foram realizados pelas
medidas de (PM —IRRAS),** com um angulo de incidéncia de 81° e uma resolucéo
espectral de 8cm™. Foi avaliada a etapa de deposicdo dos diferentes e apos com a
deposicdo da enzima. Para avaliar a composicdo quimica pela técnica foi utilizado um
espectrofotdbmetro comercial KSV, modelo PMI 550 (Instrumentos KSV, Finlandia). Esta
analise foi realizada no Instituto de Fisica, da Universidade de Séo Paulo — USP, Campus
Séo Carlos — SP.

Enelise Scapin
48



Tese de Doutorado — PGCIMAT/UFRGS

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. FUNCIONALIZACAO DOS NANOBIOSSENSORES DE CANTILEVER

4.1.1. Imobilizagéo da Enzima Tirosinase

Umas das etapas mais importantes no desenvolvimento de um nanobiossensor
ocorre antes de toda a funcionaliza¢do com a escolha do elemento biolégico. No presente
estudo, a enzima tirosinase foi a escolhida por ser inibida pelo herbicida atrazina, analito
de interesse.” Baseado nas caracteristicas dessa molécula e no dispositivo onde foi
imobilizada, foi realizada a sua funcionalizacdo, onde primeiramente ocorreu a
modificacdo quimica, da superficie de ouro, pela adicdo dos acidos 16-AMHD e 11-
MUA. Estes &cidos sdo alcanotidis de cadeia longa, proporcionando camadas mais
ordenadas, estaveis e posterior maior sensitividade do dispositivo. O grupo tiol (-SH),
localizado em uma de suas extremidades, adsorve na superficie do ouro através da
formacdo de uma ligacdo tiolato enquanto o grupo carboxila presente na outra
extremidade fica disponivel.™*® Para imobilizar a enzima tirosinase sobre a superficie do
cantilever de forma covalente, os grupos carboxila dos &cidos 16-AMHD e o 11-MUA
foram acoplados aos grupos da amina primaria presente na estrutura da enzima através
dos agentes reticulantes EDC e NHS.

O grupo carboxilico presente nos acidos 16- AMHD e 11-MUA reagem com 0
EDC, formando o intermediario instavel O-acilisoureia. Em solucdo aquosa, 0
intermediario instavel € suscetivel a hidrdlise, o que resultaria na regeneracdo do grupo
carboxilico. A fim de evitar esta regeneracdo aumenta-se a eficiéncia da ligacdo com a
adicdo do NHS, que reage com o composto intermediario formando um novo
intermediario um pouco mais estavel. Este novo intermediario formado, reage com a
amina primaria, presente na enzima, o que faz com que a amina se ligue ao acido
carboxilico original, por meio de uma ligag&o amida.'°"*3 O produto da reagdo utilizando
0 NHS ¢ idéntico ao obtido na reacéo utilizando somente EDC, porém aquela é altamente
eficiente e com maior rendimento na conjugagéo. %

Utilizar enzimas no desenvolvimento de biossensores apresenta muitas vantagens
como, resposta rapida, maior sensitividade, deteccdo de baixas concentra¢fes do analito,

altamente especificas, possibilitando que os biossensores sejam utilizados mesmo na
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presenca de outras substancias na amostra.’*"1*® Foi possivel observar através da medida
da atividade enzimatica (Tabela 3) antes e apds a imobilizacdo com diferentes tidis que
ocorreu uma boa imobilizacdo, sendo que quando utilizado o acido 11-MUA a atividade
€ menor em relacdo as comparadas, o que demonstra possuir maior quantidade de enzima

na superficie do cantilever, resultando em melhor imobilizacéo.

Tabela 3: Valores de atividade enzimatica relacionada a enzima tirosinase pura, Enzima

tirosinase + acido 16-AMHD e Enzima tirosinase + acido 11-MUA.

Solucgbes Atividade enzimatica (U/mg)
Enzima tirosinase 4391
Enzima tirosinase + &cido 16-AMHD 3796
Enzima tirosinase + acido 11-MUA 3155

4.2. AVALIACAO DA RESPOSTA DO NANOBIOSSENSOR DE CANTILEVER
NA DETECCAO DE ATRAZINA EM AGUA FUNCIONALIZADO COM
ENZIMA TIROSINASE COMERCIAL E OS ACIDOS 16-AMHD E O 11-AMHD.

A deteccdo de atrazina para 0s nanobiossensores funcionalizados com enzima
tirosinase e os &cidos 16-AMHD e o 11-MUA, foram avaliadas nas concentracfes de
solucBes de padrdo de atrazina: 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 50, e 100 ppb e &gua ultrapura
(branco) (Figuras 15 e 16).
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Figura 13: Resposta do nanobiossensor funcionalizado com a enzima tirosinase
comercial e 0 acido 16-AMHD em funcéo do tempo & diferentes concentragdes de solugédo

de atrazina.

As medidas de deflexdo foram realizadas em 15 min e no decorrer deste tempo,
foi possivel verificar através da Figura 15 que houve diferenca na deflexdo do
nanobiossensor entre o branco e as demais concentracdes de atrazina em agua ultrapura.
Pode-se observar que a menor concentracdo (0,001 ppb) apresentou resposta, 0 que indica
que o nanobiossensor consegue detectar a presenca do herbicida atrazina na agua.

A diferenca de deflexdo entre a maior concentracao (100 ppb) e a menor (0,001
ppb) ficou aproximadamente de 57 nm. Esta diferenca pode estar relacionada com a
adsorcdo da atrazina em diferentes concentragfes na superficie funcionalizada dos
cantileveres. A resposta do nanobiossensor ao longo do tempo foi decorrente da adsor¢éo
do analito na superficie funcionalizada, onde ocorreu uma curvatura do cantilever a qual
foi causada por uma tensdo de compresséo, resultante de uma repulsdo ou expanséo de

moléculas.
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Figura 14: Resposta do nanobiossensor funcionalizado com a enzima tirosinase
comercial e 0 &cido 11-MUA em funcdo do tempo a diferentes concentracdes de solugédo

de atrazina.

Para 0 nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase
comercial e o &cido 11-MUA, foi possivel verificar que houve diferenca na deflexao do
nanobiossensor entre o branco e as demais concentracdes de atrazina em agua ultrapura.
Pode-se também observar através da Figura 16 que a menor concentracao (0,001 ppb)
apresentou deflexdo, o que indica que o nanobiossensor consegue detectar a presenca do
herbicida atrazina na agua.

Segundo a Resolugdo n° 357 do CONAMA™® e as Portarias n° 1469, de 29 de
dezembro de 2000 e n° 2914, de 12 de dezembro de 2011, ambas do Ministério da
Saude),* a maxima concentracdo de atrazina permitida em aguas doces é de 2 pg/L e,
conforme as Figuras 15 e 16, € possivel observar que o nanobiossensor de cantilever foi
capaz de identificar concentragcdes maiores e menores que a permitida nas legislacoes.

Nas Figuras 15 e 16 verifica-se em ambos 0s nanobiossensores de cantileveres
funcionalizados que quanto maior a interagcdo do herbicida (maior concentragcdo) com o
nanobiossensor de cantilever, maior a deflexdo observada. O mesmo resultado foi
observado no estudo de Guang-Ping et al. (2017),%*° que utilizaram sensores de
cantileveres na detecgéo de Hg?* em solugio aquosa e verificaram que com 0 aumento da

concentragdo (1ng.mL™* a 200 ng.mL™) ocorre um aumento da inclinacdo da curva de
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deflexdo. No estudo de Martinazzo.(2017),'% utilizou nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com extrato bruto de enzima tirosinase, também foi possivel observar uma
tendéncia no aumento da tensdo de compressao de superficie (tensdo negativa) com o
aumento da concentracdo de atrazina, este fenébmeno ocorre pela interacdo da enzima
tirosinase imobilizada no cantilever com o herbicida.

Através dos resultados obtidos na Figura 16 pode-se calcular a diferenga de
deflexdo entre a maior concentragdo (100 ppb) e a menor (0,001 ppb) que foi
aproximadamente de 74 nm. Esta diferenca pode estar relacionada com a adsorcdo da
atrazina na superficie funcionalizada dos cantileveres. A resposta do nanobiossensor ao
longo do tempo foi decorrente da adsor¢do do analito na superficie funcionalizada, onde
ocorreu uma curvatura do cantilever (deflexdo) que foi causada por uma tensdo de
compressdo, resultante de uma repulsdo ou expansdo de moléculas.

O nanobiossensor funcionalizado com a enzima tirosinase comercial e 0 &cido 11-
MUA apresentou maior diferenca de deflexdo do que o nanobiossensor de cantilever
utilizando enzima tirosinase e acido 16-AMHD.

4.2.1. Sensitividade, Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacéo.

A Tabela 4 apresenta valores de limite de deteccdo (LD), sensitividade e
coeficiente de correlacdo (R?) e limite de quantificacdo (LQ), obtidos através da curva de
calibracdo de diferentes concentracbes de atrazina, para 0Ss nanobiossensores de
cantileveres funcionalizados com a enzima tirosinase e os acidos 16-AMHD e 0 11-MUA.

Tabela 4: Sensitividade, Valores de limite de deteccdo (LD), Coeficiente de Correlacdo
(R?) e Limite de Quantificacgdo (LQ) dos nanobiossensores de cantileveres

funcionalizados com a enzima tirosinase os acidos 16-AMHD e o0 11-MUA.

Acido Sensitividade LD (ppb) Coeficiente de LQ (ppb)
(tiol) (nm/ ppb) Correlacéo (R?)
16-AMHD 9,79 + (0,031) 0,043 0,99 0,14
11-MUA 15,05+ (0,013) 0,038 0,98 0,12
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As curvas de calibragdo mostraram uma boa linearidade avaliada pelo fator de
determinacdo (R?), no intervalo das concentracdes estudadas. Um valor de R? elevado
(perto de 1,0) foi encontrado para ambos nanobiossensores de cantileveres (Anexo A)4L,

Levando em consideracdo o limite maximo permitido do herbicida atrazina em
agua potavel e dos resultados obtidos, observa-se que os nanobiossensores de cantileveres
conseguem detectar a presenca do herbicida bem abaixo da concentragdo maxima permita
pela legislacdo de 2 ppb.*! Entdo, desta forma, pode-se afirmar que os limites de deteccio
encontrados neste trabalho foram aceitaveis quando comparados ao limite maximo
permitido do herbicida atrazina em agua potavel.

Em relagéo a sensitividade dos nanobiossensores de cantileveres, foi obtida por
meio do coeficiente angular da concentracdo versus deflexdo. O nanobiossensor de
cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando acido 16-AMHD foi o que
apresentou menor sensitividade (9,79 ppb), quando comparado ao nanobiossensor de
cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando &cido 11-MUA. Também
apresentou maior limite de deteccdo (0,15 ppb) e menor limite de quantificacdo (0,12
ppb) sendo possivel entdo, observar que, o nanobiossensor de cantilever funcionalizado
com a enzima tirosinase utilizando acido 11-MUA desenvolvido neste estudo apresenta

maior capacidade de deteccdo do herbicida atrazina em agua.

4.2.2. Resposta de Reversibilidade dos Nanobiossensores de Cantilever

A reversibilidade é a capacidade dos nanobiossensores de retornar ou ndo a sua
condigdo inicial mesmo depois de finalizada a interacdo entre a superficie do
funcionalizada do cantilever e a solucdo de atrazina, durante varias medic6es (3 ciclos).

A resposta da reversibilidade foi avaliada utilizando agua ultrapura (branco) e a
solucéo de atrazina 10 ppb em agua ultrapura para 0os nanobiossensores de cantileveres
funcionalizados utilizando enzima tirosinase e os 4cidos 16-AMHD e 11-MUA em sua

funcionalizacdo (Figura 17 e 18).
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Figura 15: Reversibilidade dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com a
enzima tirosinase comercial e 0 &cido 16-AMHD avaliados em 3 ciclos, usando a agua

ultrapura (branco) e concentracdo de solucédo de atrazina 10 ppb .
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Figura 16: Reversibilidade dos nanobiossensores de cantileveres funcionalizados com a
enzima tirosinase comercial e o acido 11-MUA avaliados em 3 ciclos, usando agua

ultrapura (branco) e a concentragao de solucdo atrazina 10 ppb .

Os valores de reversibilidade obtidos (Equacéo 4) foram de aproximadamente

100 % para os nanobiossensores estudados, durante 3 ciclos alternando a exposicédo da
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solucéo de 10 ppb do padrao de atrazina e agua ultrapura. Assim, baseado neste estudo
foi possivel observar (Figura 17 e 18) que os nanobiossensores funcionalizados com
enzima tirosinase utilizando tanto o 4cido 16-AMHD quanto o &cido 11-MUA foram

capazes de retornar a condicao inicial ap6s o contato com o analito.

4.2.3. Resposta da Estabilidade dos Nanobiossensores de Cantilever

A estabilidade foi estudada no periodo de 30 dias (Figuras 19 e 20) com a
finalidade de verificar quanto tempo 0s nanobiossensores de cantileveres permaneceriam
respondendo ao analito estudado.

Branco

Deflexdo (nm)

Tempo (min)

Figura 17: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima

tirosinase comercial e 0 acido 16-AMHD.

Analisando a Figura 19 foi possivel observar que no nanobiossensor de cantilever
funcionalizados com a enzima tirosinase comercial usando o acido 16-AMHD apresentou
resposta no primeiro dia de estudo até praticamente o 10° dia, diminuindo sua estabilidade
no decorrer dos dias seguintes até o 30°. Rigo et al. (2019)**% também avaliou a resposta
de um nanobiossensor de cantilever funcionalizado pela técnica SAM, utilizando o acido
16-AMHD e enzima urease durante 30 dias de armazenamento e verificaram uma

diminuicdo da sensitividade no decorrer dos dias.
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Figura 18: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima

tirosinase comercial e o acido 11-MUA.

Analisando a Figura 20 foi possivel observar que no nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com a enzima tirosinase comercial usando o acido 11-MUA apresentou
respostas de deflexdo do 1° dia até o 10° dia de estudo, diminuindo sua estabilidade apds
este periodo seguintes até o 30°. Comparando o nanobiossensor utilizando o acido 11-
MUA em sua funcionalizacdo com o anterior ele foi mais eficaz, pois respondeu por mais
tempo e o ideal é que um nanobiossensor seja utilizado por um periodo maior.

Com base nos resultados acima de estabilidade para ambos nanobiossensores que
avaliamos novamente a estabilidade em um periodo de sete dias, realizando a leitura com
intervalo entre cada dia afim de verificar melhor em até qual dia os nanobiossensores de
cantileveres ainda estariam respondendo visto, que somente 0 nanobiossensor de

cantilever utilizando o &cido 11-MUA havia apresentado resposta no 10° dia.
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Figura 19: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizados com a enzima

tirosinase comercial e o acido 16-AMHD em um intervalo de sete dias.
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Figura 20: Estabilidade do nanobiossensor de cantilever funcionalizados com a enzima

tirosinase comercial e 0 acido 11-MUA em um intervalo de sete dias.

Foi possivel verificar através das (Figuras 21 e 22) que ambos nanobiossensores
funcionalizados com diferentes &cidos reagiram até o sétimo dia. Porém, quando
utilizado o &cido 11-MUA em funcionalizagdo o nanobiossensor de cantilever apresentou

uma maior resposta (deflexdo) no primeiro dia de avaliacéo.
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A Figura 23 apresenta o percentual de perda de sensibilidade dos
nanobiossensores de cantilever funcionalizados com enzima tirosinase e diferentes tiois
em 7 dias de armazenamento calculado em relagéo a sensibilidade do primeiro dia de

analise.

100

B Tiol 16
90 - 5

80 +

Redugio da resposta (%)

Tempo (dias)

Figura 21: Perda de sensitividade (%) dos nanobiossensores de cantileveres
funcionalizados com enzima tirosinase e diferentes tidis durante 7 dias de

armazenamento.

Pela Figura 23 é possivel verificar que a maior perda de sensitividade ao sétimo
dia de armazenamento foi para o0 nanobiossensor de cantilever utilizando &cido/tiol 16-
AMHD (38 %), e a menor foi para o nanobiossensor funcionalizado com o acido/tiol
11MUA (30 %). Foi possivel observar que no terceiro dia de armazenamento ambos
nanobiossensores de cantileveres perderam aproximadamente 15 % de resposta, enquanto
no sexto dia o nanobiossensor utilizando o &cido 11-MUA perdeu maior estabilidade
(29%) quando comparado ao nanobiossensor com a utilizagdo do acido 11-MUA (22%).
Porém, do sexto até o sétimo dia o0 nanobiossensor na presenca do acido 11-MUA se
manteve praticamente constante, sem perda de estabilidade enquanto o nanobiossensor
com o acido 16-AMHD perdeu mais um pouco de sua estabilidade. Entdo, é possivel
evidenciar pelos dados realizados de estabilidade que o nanobiossensor de cantilever
utilizando o acido 11-MUA responde com maior eficaz e estabilidade no sétimo dia de
anélise.
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram uma boa imobilizacdo
(funcionalizacdo) da enzima tirosinase frente aos tidis utilizados pois, ambos
nanobiossensores apresentaram respostas satisfatorias quando comparados a literatura.
Porém, a perda de estabilidade ocorre devido a algumas mudancas climaticas, tempo de
estocagem que podem levar a desnaturacdo da enzima na superficie do suporte

diminuindo sua vida (til, afetando a resposta dos nanobiossensores.44

4.2.4. Resposta da Avaliacdo dos Nanobiossensores de Cantileveres em Amostra
Real de Pesticida para Aplicacdo no Campo.

As aplicacdes praticas dos nanobiosensores cantileveres requerem que funcionem
bem em condicdes reais. A agua do poco artesiano avaliado continha pesticida atrazina-
simazina, para aplicacdo no campo, pelo que foi diluida com agua ultrapura, nas mesmas
condigdes da curva de calibracdo. As medidas de deflex&o foram realizadas durante 15
min, e no decorrer deste tempo, foi possivel verificar que houve diferenca na deflexao
(nm) dos nanobiossensores de cantilever entre o branco e as diferentes concentracoes de
atrazina em &gua ultrapura (branco).

A resposta dos nanobiosensores cantilever foi avaliada em diferentes
concentracgdes (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 ppb) de atrazina. As figuras 24 e 25 mostram
uma diminuicdo gradual dos valores de deflexdo dos nanobiosensores de cantilever com

0 aumento da concentracao de atrazina.
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Figura 22: Resposta da avaliacdo do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com

enzima tirosinase e acido 16-AMHD para atrazina em amostra real de pesticida para

aplicacdo em campo.
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Figura 23: Resposta da avaliagdo do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com

enzima tirosinase e acido 11-MUA para atrazina em amostra real de pesticida para
aplicacdo em campo.

Avaliando as Figuras 24 e 25 observa-se diferenca de deflexdo entre a agua

ultrapura (branco) e as diferentes concentracGes, isto indica que os dispositivos
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conseguem detectar a presenca da amostra de atrazina em amostra real de agua de
pesticida, mostrando a eficaz funcionalizacdo pelo método SAM utilizando diferentes
tiois e enzima tirosinase. Quando comparado a resposta entre 0s nanobiossensores com
diferentes tidis é possivel observar que o nanobiossensor utilizado o &cido 11-MUA com
a enzima tirosinase 0 mesmo apresentou resposta na menor concentracdo avaliada
enquanto o nanobiossensor utilizando o acido 16-AMHD parece nédo ter mais deflex&o
(resposta) para a atrazina em amostra real de &gua para pesticidas. O que pode ser
justificado pela diferenca do comprimento da cadeia alquilica, que quanto menor cadeia
alquilica, maior rigidez, transmite o stress com maior mais eficiéncia, maior deflexéo do
nanobiossensor. Entdo, quanto menor o comprimento, maior é a tensdo superficial.
Assim, a sensibilidade nanobiossensor de cantilver aumenta com a diminuicdo do
comprimento da cadeia do ligante. *’

O mesmo pode-se observar através da curva padrdo nas Figuras 15 e 16 que
ambos os cantileveres funcionalizados apresentaram resposta para menor concentragdo
avaliada do padréo atrazina diluido em &gua ultrapura e que quanto maior a interacdo do
herbicida (maior concentracdo) com o nanobiossensor de cantilever, maior a deflexdo
observada, essa diferenca de deflexdo com as diferentes concentracbes de atrazina €
decorrente da interagdo da enzima tirosinase imobilizada no cantilever com o herbicida.
As respostas de recuperacdo obtidas pelos nanobiosensores cantilevers mostraram
percentagens de 100-109% (Tabela 5), sugerindo a determinacdo precisa e fiavel da
atrazina em amostras reais. Estes resultados confirmam que ndo ha atrazina na agua
subterranea (dgua de pocos artesianos). Assim, os resultados obtidos com o0s
nanobiossensores coincidem com as adi¢bes comerciais de atrazina feitas nas amostras
reais (em pulverizador para aplicagdo no campo). Ambos os valores de desvio padrdo

relativo (RDS) foram satisfatorios, sdo inferiores a 1,76 (n=3).
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Tabela 5: A recuperacdo de nanobiosensores de cantileveres revestidos com tiol 11-
MUA e tiol 16-AMHD em amostras reais de agua (n = 3).

Concentracdo  Concentracdo  Recupe  RDS Concentracdo  Recupe RDS

adicionada de de atrazina racao (%) de atrazina racao (%)

atrazinaem determinada 0 determinada (%)

amostra real por (%) por

(ppb) nanobiosensor nanobiosensor
(PpRb) (ppb)
Tiol 11 Tiol 16

0.01 0.001 104 0.451 0.001 106 1.766
0.01 0.016 106 0.792 0.011 108 0.654
0.1 0.102 102 0.894 0.109 109 0.583
1 1.067 107 0.846 1.019 109 0.177
10 10.071 107 1.003 10.015 102 1.580
50 49.928 100 1.106  50.083 101 0.487
100 100.728 101 1.568  100.099 102 2.116

O que pode ser justificado pela diferenca da cadeia pois, quanto menor cadeia
alquilica, que tem maior rigidez, transmite o stress com maior eficiéncia, maior deflexao.
Entdo, quanto menor o comprimento, maior ¢ a tensdo superficial. Assim, a sensibilidade
do sensor de cantilever aumenta com a diminuicdo do comprimento da cadeia do
ligante.!’

Desta forma, esta descoberta sugere que 0s nanobiosensores de cantileveres
devem ser capazes de detectar a contaminacdo por pesticidas na agua natural sem

comprometer os limites de deteccdo devido a interferéncia da matriz ambiental.

4.2.5. Andlise de interferentes nos nanobiossesnores de cantilvers funcionalizados

A seletividade dos nanobiossensores de cantileveres funcionalizados foi avaliada
com a finalidade de verificar a capacidade dos dispositivos funcionalizados em
determinar com precisdo a atrazina na presenga de outros componentes na amostra de

agua real. Foram adicionadas diferentes interferentes, tais como teflubenzuron,
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atrazina+simazina e sulfentrazono em agua ultrapura na concentracdo de 0,1 ppb ,
juntamente com uma amostra de agua ultrapura (branco), como pode ser observado nas
Figuras 26 e 27.

Nas Figuras 26 e 27 foi possivel observar que, o teflubenzurom e o sulfentrazono
ndo causaram influéncia na resposta do nanobiossensor pois, 0 seu comportamento foi
semelhante ao branco (agua ultrapura). Observamos também que quando utilizamos o
nanobiossensor de cantilever utilizando acido 11-MUA e enzima tirosinase 0 mesmo
apresentou maior resposta de deflexdo a atrazina quando comparado com o
nanobiossensor utilizando o &cido 16-AMHD e enzima tirosinase. Com os resultados
obtidos € possivel verificar a eficiéncia do método SAM utilizando um tiol de cadeia
alquilica menor (&cido 11-MUA) quando comparado ao acido 16-AMHD para aplicagdo
nos nanobiossensores de cantilever sendo, uma boa alternativa aos métodos

convencionais de deteccdo de atrazina em amostras reais.
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Figura 24: Resposta da andlise de interferentes do nanobiossensor de cantilver

funcionalizado com enzima tirosinase e acido 16-AMHD.
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Figura 25: Resposta da andlise de interferentes do nanobiossensor de cantilever

funcionalizado com enzima tirosinase e acido 11-MUA.

A selectividade foi avaliada pela razdo R (ADn/ADO) da alteracdo de deflexdo
ADn (Dn - /Datrazina) induzida pelas substancias interferentes no sistema de dois
componentes versus a altera¢do de deflexdo ADO (Datrazina - D0) para 0. 1 ppb, onde DO
e Datrazine se referem a deflexdo antes e depois da resposta em 0,1ppb atrazina, Dn é a
deflex&o do sistema de dois componentes incluindo 0,1 ppb atrazina (padréo obtido da
curva de calibragdo), atrazina +simazina, e teflubenzurdo e sulfentrazona. A diferenga de
deflexdo entre o branco e a deflexdo de atrazina+simazina para 0 nanobiossensor
funcionalizado com o &cido 16-AMHD foi de 80 nm. Enquanto a diferenca de deflexéo
entre o branco e o pesticida teflubenzuron para 0 mesmo nanobiossensor foi de 11 nm, o
que demonstra a selectividade e a afinidade do nanobiossensor em detectar presenca de
atrazina.

A diferenca de deflexdo entre o branco e a concentragéo atrazina+simazina para o
nanobiossensor funcionalizado com o &cido 11-MUA foi de 131nm. Enquanto a
diferenca de deflexdo entre o branco e o pesticida teflubenzuron para o mesmo
nanobiossensor foi de 23 nm, o que demonstra a seletividade e a afinidade do
nanobiossensor em detectar presenca de atrazina.

Porém, se compararmos os valores de deflexdo entre nanobiossensores funcionalizados
observa-se que quando utilizado &cido 11-MUA teve maior deflexdo em relacdo a

atrazina+simazina do que o nanobiossensor utilizando o acido 16-MUA, o motivo pode
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ser explicado pelo fato da enzima tirosinase se ligar as moléculas de atrazina com maior
afinidade e especificidade de ligagéo.

Os resultados experimentais mostraram que as sensitividades dos
nanobiossensores de cantileveres funcionalizados pela técnica SAM variaram de perfil
para 0 mesmo analito alvo. Isso pode ser explicado pela diferenca entre os alcanotiois
utilizados que apesar de possuirem mesmo grupo terminal de &cido carboxilico, tem
diferentes comprimentos de cadeias alquilicas (11C e 16 C). Sabendo-se que a cadeia
alquiliza é flexivel e a que a sensitividade aumenta com a diminui¢do do comprimento da
cadeia do ligante € justificavel o nanobiossensor utilizando o acido 11-MUA apresentar
melhor sensitividade em relagcdo ao analito alvo atrazina.

Nanobiossensores de cantileveres que utilizam para imobilizagdo de enzimas
cadeiass alquilica mais curta, produzem maior rigidez, transmitindo stress mais eficiente.
Assim, um nanobiossensor com uma cadeia alquilica mais curta entre a superficie e a

enzima tem maior sensitividade devido a uma transmissao eficaz do stress.

4.3. CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES DOS NANOBIOSSENSORES DE
CANTILEVERS

4.3.1. Morfologia

A microscopia eletronica de varredura (SEM) é amplamente utilizado devido ao
seu alto poder de resolucdo e grande profundidade de foco. A Figura 28 presenta as
micrografias em alta resolucdo, da superficie durante as etapas de deposicao das camadas
sensoras dos nanobiossensores funcionalizados com enzima tirosinase comercial usando
tanto o &cido 16-AMHD quanto o acido 11-MUA.
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Figura 26: Micrografias das superficies do cantileveres durante as etapas de construcao
dos nanobiossensores funcionalizados com enzima tirosinase comercial e 0s &cidos 16—
AMHD e 11-MUA: (a) Silicio (sem funcionalizacdo), (b) deposi¢do das camadas de
Ouro, (c) placa de silicio + ouro + &cido 16—AMHD (tiol 16), (d) placa de silicio + ouro
+ &cido 11-MUA (tiol 11), (e) placa de silicio + ouro + acido 16—AMHD (tiol 16) +
EDC/NHS, (f) placa de silicio + ouro + acido 11—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS, (g)
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placa de silicio + ouro + &cido 16—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS + enzima, (h) placa de
silicio + ouro + &cido 11—MUA (tiol 11) + EDC/NHS + enzima.

As micrografias da Figura 28 (a e b) correspondem a superficie do silicio (sem
funcionalizacdo) e a deposicdo da camada de ouro, respectivamente, que pode ser
observado uma superficie lisa em ambos e uma boa deposicao da camada de ouro.

A partir da deposicdo do tiol 16-AMHD Figura 28 (c) e do EDC/NHS Figura 28
(e), observa-se que a superficie esta recoberta, mas com uma presenca de aglomerados,
uma superficie rugosa, com a presenca de pequenas particulas. Essa mudanca é atribuida
aos grupos do conjugado de tiol com a camada de ouro (sobre a superficie do cantilever)
por ligagdo covalente. Os grupos amina (NHz3) alteraram a superficie com uma camada
superficial bem distribuida.'*® Porém na Gltima camada de funcionalizagéo, incorporando
a enzima tirosinase Figura 28 (g), apresenta uma formacéo de aglomerados de maior
tamanho e mais dispersos, mesmo assim observa-se que a placa ficou bem recoberta, com
uma boa funcionalizacéo.

Na Figura 28 (d) com a deposi¢do do tiol 11-MUA é possivel observar um bom
recobrimento da superficie, 0 que demonstra uma boa ligacdo, mas diferentemente do
observado na Figura 28 (c) com a deposicdo do tiol 16-AMHD, apresenta uma superficie
recoberta mais uniforme, mais homogénea, quase sem particulas ou aglomerados. Na
Figura 28 (f) com a presenca do EDC/NHS, podemos observar que a superficie
permanece muito bem recoberta, o que indica uma boa eficacia da funcionalizacdo, da
técnica SAM. Para finalizar o desenvolvimento do nanobiossensor de cantilever
utilizando tiol 11-MUA na Figura 28 (h) temos a deposi¢cdo da enzima tirosinase
comercial sendo possivel observar uma grande diferenca do que quando usada como
ultima etapa no nanobiossensor de cantilever usando tiol 16-AMHD. Nesta figura é
possivel visualizar claramente deposicdo superficial mais uniforme, quase totalmente
preenchida, formando assim uma camada homogénea, o que € muito importante, devido
a adsorcdo de moléculas na superficie.

As monocamadas automontadas de cadeias longas de alcanotiol (n> 10 carbonos)
em contato com 0 ouro sdo estaveis ao ar, agua e solventes organicos a temperatura
ambiente. O uso do &cido 11-MUA no desenvolvimento do nanobiossensor de cantilver,

demonstrou ao longo do estudo resultados relevantes quando comparado ao uso do acido
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16-AMHD, o que demonstra ser eficaz o uso deste tiol na funcionalizacdo de

nanobiossensores de cantileveres através da técnica SAMS.

4.3.2. Topografia e Rugosidade

A Figura 29 apresenta as imagens topograficas, em 3D, obtidas nas diferentes
etapas de funcionalizacdo da superficie dos cantileveres para a obtencdo dos
nanobiossensores de cantilever funcionalizados com enzima tirosinase e os acidos 16-

mercaptohexadecanoico e 11-mercaptoundecandico.
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Figura 27: Imagens de AFM, em 3D, da superficie do cantilever durante as etapas de
funcionalizacdo. (a) Silicio (sem funcionalizag&o), (b) deposi¢do das camadas de Ouro,
(c) placa de silicio + ouro + acido 16—AMHD (tiol 16), (d) placa de silicio + ouro +
acido 16—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS, (e) placa de silicio + ouro + &cido 11-MUA
(tiol 11), (f) placa de silicio + ouro + acido 11—MUA (tiol 11) + EDC/NHS, (g) placa de
silicio + ouro + &cido 11—MUA (tiol 11) + EDC/NHS + enzima, (h) placa de silicio +
ouro + acido 16—AMHD (tiol 16) + EDC/NHS + enzima.

Na Figura 29 pode-se observar diferencas topograficas em cada etapa de

funcionalizacdo da superficie dos dois nanobiossensores de cantileveres (um com o uso
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de tiol 11-MUA e outro com o uso do tiol 16-AMHD juntamente com a enzima tirosinase
comercial). Analisando a Figura 29 (a) contendo apenas silicio, verifica-se uma
superficie homogénea, caracteristica do proprio material, na Figura 29 (b) pode-se
observar que com a deposicdo do ouro obtivemos uma superficie com aglomerados,
provenientes do proprio processo de deposi¢cdo do ouro. Nas imagens representadas em
Figura 29 (c) e em Figura 29 (d), verifica-se 0 aparecimento de agrupamentos
irregulares, sendo mais abundante na camada funcionalizada com a presenga de
EDC/NHS junto ao tiol 16-AMHD. Uma morfologia semelhante é possivel observar
também, nas imagens fornecidas pelas Figuras 29 (e) e (f), onde a adicdo de agentes
reticulantes junto ao tiol 11-MUA geram a presenca de agrupamentos, porém ndo tdo
irregulares e pico mais baixos do que os observados na Figura 29 (d) com a presenca do
tiol 16-AMHD. Com a adicdo da enzima tirosinase comercial é possivel observar na
Figura 29 (g) e Figura 29 (h), que apresentam uma morfologia mais homogénea em
relagdo a picos e vales, porém esta homegeneidade é mais evidente quanto utilizada a
enzima tirosinase na presenca do tiol 11-MUA (Figura 29 (g)). A deposicao de moléculas
sobre uma superficie pode ocorrer tanto nos vales quanto nos picos, que sao,
respectivamente, regiGes abaixo ou acima do plano médio da superficie.*

Foi calculado a partir das imagens topograficas o desvio médio quadréatico da
rugosidade (Rms) da superficie do cantilever ndo funcionalizado (silicio) e apds em cada
etapa da funcionalizacdo para a constru¢do dos nanobiossensores utilizando diferentes
tidis (Tabela 6). O calculo da rugosidade leva em conta a diferenca entre a dimenséo

destes componentes da superficie.!*
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Tabela 6: Valores da raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) das superficies em
cada etapa de construgdo dos nanobiossensores funcionalizados com os &cidos 11-MUA
e 16-AMHD.

Etapa Rms (nm)
Silicio 19,26 + (0,48)
Silicio+Ouro 22,01+ (1,31)
Tiol
16 11
Silicio+Ouro+Tiol 50,89% + (2,94) 37,18 + (0,40)
Silicio+Ouro+Tiol+EDC/NHS 43,89° + (3,24) 65,552 + (4,75)
Silicio+Ouro+Tiol+EDC/NHS+Tirosinase 61,942 £ (1,84) 75,91° + (1,82)

*Dados apresentados como média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo. Letras iguais na linha indicam ndo
haver diferenca significativa a nivel de 5% (teste de T-Student).

Com a deposicdo da camada de ouro ocorreu um pequeno aumento de rugosidade
em relacdo a superficie de silicio, 0 que pode estar relacionada a formacdo de
conglomerados ocorrido pela deposicdo de &tomos de ouro através da técnica de
Spputering. Possivelmente esses conglomerados se depositaram nas regides de vale,
existentes na superficie de silicio, preenchendo os espacos vazios.4®

Com a adicdo da camada de tiois em ambos nanobiossensores de cantileveres, foi
possivel observar que houve um aumento da rugosidade e este aumento pode ser devido
aos tidis possuirem alta afinidade pelo ouro, tendo uma grande probabilidade de se
depositarem nas regifes de picos, as quais estdo mais expostas. Também, notamos que
este aumento de rugosidade foi maior na utilizacdo do tiol 16-AMHD do que quando
utilizado o tiol 11-MUA, talvez este fato se explica pelo tiol 16-AMHD ser uma molécula
de cadeia longa, o que influencia para 0 aumento da rugosidade.**®

Um aumento de rugosidade também pode ser observado quando foi adicionado a
mistura dos agentes reticuladores de EDC/NHS ao tiol 11-MUA, o que pode estar
relacionado a acomodacdo das moléculas, em funcdo da inser¢cdo de novos grupos
funcionais que ficam expostos na superficie.!*” Porém ocorreu uma diminuicdo da
rugosidade quando adicionado estes agentes junto ao tiol 16-AMHD.

Na ultima etapa de funcionalizagdo onde ocorre a deposi¢do da enzima tirosinase,
resultou uma reducéo da rugosidade quando utilizado junto ao tiol 16-AMHD, o que pode

ser devido ao preenchimento dos espagos vazios e, assim, formando uma camada mais
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homogénea. Nao ocorreu 0 mesmo quando adicionamos enzima a camada funcionalizada
utilizando o tiol 11-MUA, que apresentou um aumento muito significativo na rugosidade.
Aumentando a rugosidade da superficie gera um aumento na area de contato da enzima,
0 que proporciona uma melhora significativa da transferéncia de elétrons entre os
mesmos, uma propriedade muito importante para biossensores. Alonso et al. (2016)'4
também observaram a reducdo dos valores de rugosidade (Rms), quando depositaram
enzima glicose oxidase (GOX) em uma superficie de platina pela técnica de SAM.

A diferenca nos valores obtidos de rugosidade da superficie em cada etapa de
funcionalizacdo é um indicativo da formacdo das camadas automontadas sobre a

superficie do silicio, neste estudo a funcionalizacédo foi realizada de forma eficiente.

4.3.3. Espessura

A Tabela 7 apresenta os valores de espessura para nanobiossensores de cantilever

funcionalizados com diferentes tidis e enzima tirosinase comercial.

Tabela 7: Valores de espessura para nanobiossensores de cantilever funcionalizados com
diferentes tidis e enzima tirosinase comercial.

Camada Espessura (nm)
TIOL 16-AMHD+ENZIMA 76+2
TIOL 11-MUA +ENZIMA 58+1,7

A medida da espessura entre a camada sensora e a superficie ndo funcionalizada
(contendo somente silicio), apresentou um valor médio de 762 nm quando utilizamos
tiol 16-AMHD na funcionalizacdo e de 58+1,7 nm quando utilizamos tiol 11-MUA na
funcionalizagdo (Tabela 7). A diminui¢do da rugosidade mostra a formagéo de uma
camada de preenchimento, a onde foi capaz de preencher os espacos vazios, formando
uma superficie mais homogénea e que a diferenca nos valores de rugosidade da superficie
mostra que ocorreu a deposicao de camadas sobre a superficie do silicio, indicando que a

funcionalizacdo pela técnica SAM foi eficiente.
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Com os valores obtidos é possivel verificar que ambas camadas sensoras desenvolvidas
encontram-se em escala nanométrica, ou seja, de até 100 nm *° favorecendo a construgio
de dispositivos de sensoriamento pela grande éarea superficial, o que aumenta a
sensitividade. Alonso et al. (2016)* também observaram a reducio dos valores de
rugosidade (Rms), realizando a deposicdo de uma outra enzima sobre uma superficie de

platina , também realizada pela mesma técnica SAM.

4.3.4. Grupos Funcionais- Espectros de Absorcdo de Reflexdo por Infravermelho
Modulada por Polariza¢do (PM-IRRAS)

A adsorgdo das camadas foi monitorada utilizando a técnica PM-IRRAS, através
das bandas caracteristicas de grupos funcionais pertencentes a cada material com o intuito
de verificar a interacdo e comprovar a adsor¢do dos materiais na superficie da camada.

Foram utilizados no processo de funcionalizagdo pela técnica SAM agentes
reticulantes que auxiliaram para a imobilizacdo da enzima tirosinase comercial sobre a
superficie do acido 16-AMHD e do &cido 11-MUA em ambos nanobiossensores
desenvolvidos. Os agentes reticulantes EDC/NHS atuaram favorecendo a reacdo dos
grupos carboxilicos dos acidos 16-AMHD e do 11-MUA com os grupos amina da enzima,
formando ligacfes amida estaveis.

As figuras 30 (a) e 30 (b) indicam, respectivamente, espectros PM-IRRAS para
as monocamadas formadas por Tiol 11-MUA/Tirosinase e Tiol 16-AMHD/Tirosinase na
regido entre 1200 e 1720 cm™.15%-153 Esta regido, é caracteristica onde sdo encontrados
tiois e enzima tirosinase, as quais sdo atribuidas na Tabela 8.
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Figura 28: (a) espectro de PM-IRRAS para monocamada de tiol 11-MUA/tirosinase, (b)
monocamada de tiol 16-AMHD/ tirosinase.

Tabela 8: Atribuigdes de bandas PM-IRRAS para camadas de tiol/tirosinase.

NUmero de ondas (cm™) Grupo funcional
1267/1280/1299 C-O de &cido carboxilico
1432/1433/1439 C-He CH:

1545/1580 N-H/C-N (tirosinase) e COO" (tiol)
1676/1688 C=0 (tirosinasef/tiol)

Observa-se a presenca de uma banda em 1688 cm™, a qual é atribuida ao grupo
carbonila (C=0) da ligacdo amida | e uma banda em 1545-1580 cm™, pertencente ao
estiramento C-N da amida, denominada de amida Il. Bandas evidenciadas para ambos
nanobiossensores funcionalizados.

No estudo de Martinazzo. J. (2017), sobre o desenvolvimento de nanobiossensores
de cantilever para deteccdo de atrazina em agua foram observadas duas bandas, uma a
1658 cm atribuida ao grupo carbonila da ligagdo amida (amida I) e outra em 1547 cm™
atribuida ao estiramento C-N da amida (amida I1). Estes resultados indicam a eficiéncia
da funcionalizacdo do cantilever, indicando que a enzima foi imobilizada na superficie
contendo 16-AMHD.1%

Bandas semelhantes foram encontradas para enzima peroxidase no trabalho de
Schmidt et al. (2008), onde foram observadas bandas em 1663 cm™ e 1554 cm™,
correspondente a amida | e amida Il respectivamente.®> Em Alonso et al. (2016), também

foram encontradas bandas proximas desta regido no desenvolvimento de um biossensor
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utilizando a técnica de SAM para imobilizar enzimas oxidases, onde o PM-IRRAS
resultou na banda de 1653 cm™ para amida I e 1558 cm™ para amida 11.24

Também ¢é possivel observar nos espectros acima a banda em 1260 cm-1
correspondente a interacdo dos modos deformacdo O-H e alongamento C-O do grupo
fenol.1> A funcionalizagio das monocamadas de tiol com tirosinase altera a energia de
oscilacéo dos dipolos C-H do grupo CH> (para ambos os filmes), C-O do carbonila (Tiol
11-MUA) e C = O do &cido carboxilico presente no tiol e na tirosinase (para os filmes de
Tiol 11-MUA), indicando a ocorréncia de ligac6es covalentes entre as monocamadas e a
tirosinase. No caso da banda em 1545/1580 cm™, em ambas as camadas sensoras ndo ha
alteracdo da energia de oscilacdo dos dipolos COO-, C-N e N-H, indicando que estes
dipolos s6 podem sofrer alteracfes na sua orientacdo molecular com biorecognicao. Tais
alteracdes na orientagdo molecular dos dipolos podem ocorrer nos dipolos C-O e C=0
para a pelicula de Tiol 11-MUA, indicadas pela diminuicdo da area da banda, o que nao
era esperado devido ao aumento da quantidade de dipolos presentes com adsorcao de
tirosinase. De fato, observa-se que a alteragdo da monocamada na construcdo do filme
indica que a orientacdo molecular esta diretamente ligada a arquitetura molecular, o que
pode levar a alteracGes na sensitividade e seletividade do material para a deteccéo.

Esta mudanca na sensitividade do nanobiossensor de cantilever funcionalizado
com o acidol1-MUA e enzima tirosinase observada pelo PM-IMRRAS pode estar
diretamente associada ao fato deste nanobiossensor ter apresentando maior sensitividade
(15,05 pg.L) e menor limite de detecgdo (0,038 pg.L?) quando comprado ao
nanobiossensor de cantilver funcionalizado na presenca de acido 16-AMHD e enzima
tirosinase.

Como as bandas das etapas de deposicdo do 16-AMHD, do 11-MUA e do
EDC/NHS néo aparecem nos espectros PM-IRRAS, quando adicionado a enzima
tirosinase, 0 que demonstra que a mesma foi imobilizada no substrato, demonstrando a

eficiéncia da funcionalizacdo para ambos nanobiossensores funcionalizados.
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5. CONCLUSAO

Através das caracterizacBes das superficies por SEM, AFM e PM-IRRAS, foi
avaliada a morfologia, espessura, topografia e rugosidade dos nanobiossensores de
cantileveres funcionalizados com diferentes tidis e enzima tirosinase, onde foi possivel
observar a diferenca e eficaz funcionalizacdo pela técnica SAM em cada etapa realizada,
bem como a diferenca entre os tidis. Pode-se observar também através da avaliacdo de
estabilidade que ambos nanobiossensores responderam até o sétimo dia, porém o
nanobiossensor na presenca do acido 11-MUA respondeu com maior deflexdo no
primeiro dia e ao atingir o sétimo dia manteve maior estabilidade comparado ao
nanobiossensor utilizando o acido 16-AMHD.

Foram obtidos limites de deteccdo que variaram de 0,043 ppb para o
nanobiossensor utilizando &cido 16-AMHD e 0,038 ppb para o nanobiossensor utilizando
o0 acido 11-MUA. Quanto ao limite de detec¢do, quanto menores os seus valores, menores
as concentragBes minimas que o sensor consegue detectar.

Em relacdo a sensitividade dos nanobiossensores de cantileveres o nanobiossensor
de cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando acido 16-AMHD foi o
que apresentou menor sensitividade (9,79 ppb) quando comparado ao nanobiossensor de
cantilever funcionalizado com a enzima tirosinase utilizando acido 11-MUA que
apresentou maior sensitividade (15,05 ppb). Através da literatura sabemos que quanto
maiores os valores de sensitividade, mais sensiveis sao 0s sensores, e quanto menores 0s
valores de LD mais adequados s&o para a detecgé@o de analitos em interesse.

Ambos, apresentaram deflex&o (resposta) para todas as diferentes concentragdes
de atrazina em &gua, porém quando utilizado o nanobiossensor de cantilever utilizando
acido 11-MUA e enzima tirosinase 0 mesmo apresentou maior resposta de deflexdo
quando comparado com o nanobiossensor utilizando o acido 16-AMHD e enzima
tirosinase.

Diante dos resultados obtidos foi possivel observar que, a técnica de SAM para
diferentes cadeias alquilicas de tidis e enzima tirosinase foi eficiente, apresentando
diferentes deflexdes (nm) para cada concentragdo de atrazina em agua avaliada. Porém,
0 nanobiossensor de cantilever na presenca do acido 11-MUA (menor cadeia) demonstrou
maior sensitividade, menor de deteccdo, maior deflexdo, consequentemente maior

capacidade de deteccdo da atrazina em &gua.
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APENDICES

Apéndice 1: Curva de calibracdo da concentragéo logaritmica de atrazina versus deflexdo
do nanobiossensor funcionalizado com 4&cido 11-mercaptoundecandico a enzima

tirosinase comercial
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Apéndice 2: Curva de calibracdo da concentracdo logaritmica de atrazina versus
deflexdo, do nanobiossensor funcionalizado com acido 16-mercaptohexadecandico e a

enzima tirosinase comercial
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