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RESUMO

Atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina) € um herbicida sistémico, seletivo,
utilizado no controle pré e pés-emergente de ervas de folhas largas, principalmente nas culturas
de milho, cana-de-aclcar e soja. E muito utilizado na agricultura, sendo um fator preocupante
para a saude, pois permanece por muito tempo no ambiente, tornando-se responsavel pela
contaminagdo do solo, do ar e das aguas.Métodos convencionais para detec¢do de atrazina em
aguas sdo métodos caros, com elevado tempo de andlise. Por isso novos métodos de detecgédo
vém sendo estudados como 0s nanobiossensores de cantilever que estdo tendo destaque por
detectar substancias na micro e nanoescala por meio do uso de camada sensoras. Neste trabalho,
0 objetivo foi desenvolver um nanobiossensor de cantilever para deteccdo de atrazina em agua
utilizando extrato bruto vegetal de enzima tirosinase. A funcionalizacdo do cantilever foi
realizada empregando dois modos pela técnica de camadas automontadas (SAM) em superficie
de silicio contendo ouro, acido 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). A avaliacdo da estabilidade da enzima
durante o tempo de armazenamento avaliado (150 dias) mostrou a adequacdo da mesma para o
uso em nanobiossensores, apresentando alta atividade enzimatica (16229 U/mL). A proporc¢éo de
reagentes utilizados na SAM teve influéncia na diferenca de voltagem do cantilever na deteccao
de atrazina, e a técnica utilizando 1 mM EDC/1 mM NHS (4:1 v/v) foi a que proporcionou um
aumento da tensdo de compressdo de superficie do nanobiossensor de cantilever com o aumento
da concentracdo de atrazina em agua, onde foram observadas diferencas nos valores de voltagem,
quando comparado aos valores obtidos do cantilever funcionalizado em agua e do cantilever
branco (ndo funcionalizado). Técnicas de caracterizacdo de superficie por AFM e PM-IRRAS
confirmaram a funcionalizacdo do cantilever pela técnica de SAM, sendo possivel verificar que
ocorreu a deposicdo da camada sensora e, a espessura desta camada sensora apresentou a medida
em escala manomeétrica (80,2 = 0,4 nm). Assim, 0 nanobiossensor de cantilever desenvolvido
mostrou-se adequado para a deteccdo de atrazina em aguas, sendo uma ferramenta promissora na
area ambiental.

Palavras-chave: Extrato bruto. Tirosinase. Microscopia de Forca Atbmica. SAM.



ABSTRACT

Atrazine (2-chloro-4- (ethylamino) -6- (isopropylamino) -s-triazine) is a selective systemic
herbicide used in the pre and post emergent control of broadleaf herbs, mainly in corn, sugarcane
and soy. It is widely used in agriculture and is a worrying factor for health, because it remains in
the environment for a long time, becoming responsible for soil, air and water contamination.
Conventional methods for the detection of atrazine in water are expensive methods with high
analysis time. Therefore, new detection methods have been studied, such as the nanobiosensor of
cantilever, which are being highlighted by detecting substances in the micro and nanoscale
through the use of sensor layers. In this work the objective was to develop a cantilever
nanobiosensor for the detection of atrazine in water with a crude vegetal extract of enzyme
tyrosinase. The cantilever functionalization was performed using two modes by the technique of
Self-Assembled  Monolayers (SAM) on silicon surface containing gold, 16-
mercaptohexadecanoic  acid (AMHD), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
(EDC)/N-hydroxysuccinimide (NHS) and crude extract of tyrosinase from banana nanica (Musa
acuminata). The evaluation of the stability of the enzyme during the storage time evaluated (150
days) showed its suitability for use in nanobiosensors, presenting high enzymatic activity (16229
U/mL). The ratio of reagents used in SAM had an influence on the cantilever voltage difference
in atrazine detection, and the technique using 1mM EDC/1 mM NHS (4:1v/v) provided the
increase in surface compression stress of the cantilever nanobiosensor with the increase of the
atrazine concentration in water, where differences in voltage values were observed when
compared to the values obtained from the water-functionalized cantilever and the white (non-
functionalized) cantilever. Techniques of surface characterization by AFM and PM-IRRAS
confirmed the functionalization of the cantilever by the technique of SAM, being thus possible to
verify that the deposition of the sensor layer occurred and, the thickness of this sensor layer
showed the measurement in nanoscale (80,2 + 0,4 nm). Thus, the developed cantilever
nanobiosensor proved to be suitable for the detection of atrazine in waters, being a promising tool
in the environmental area.

Keywords: Crude extract. Tyrosinase. Atomic Force Microscopy. SAM.
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1 INTRODUCAO

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina) € o segundo herbicida
mais utilizado nos Estados Unidos (EUA). Cerca de 76,4 milhdes de libras de atrazina sao
aplicados anualmente, e é o pesticida mais comumente detectado na &gua potavel nos EUA
(STAYNER et al., 2017).

O uso dos pesticidas na agricultura é fator preocupante para a salde, pois estes
permanecem por muito tempo no ambiente, contaminando do solo, o ar e também as aguas.
Observaram-se concentracdes elevadas de atrazina nas aguas superficiais em alguns paises. De
acordo com pesquisas e estudos realizados nos EUA, concentragfes extremamente altas de
atrazina (330 pg/L) foram observadas na agua de algumas areas agricolas e urbanas do pais
(BONANSEA et al., 2013; LIU; FU; JIN, 2017).

A atrazina, um dos herbicidas mais utilizados, principalmente nas culturas de milho, cana-
de-acticar e sorgo. E caracterizado como herbicida pré e pos-emergente no controle de ervas
daninhas, onde atua inibindo a atividade fotossintética da planta (JAVARONI; LANDGRAF;
REZENDE, 1999; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2014; BIA et al., 2014; AQUINO et al.,
2017). Por ser considerado um produto de elevada toxicidade, érgdos como o Ministério da
Salde e Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelecem limite méaximo
permitido para atrazina em aguas para 0 consumo humano de 2 ug/L.

Para a deteccdo de agroquimicos, entre eles a atrazina, os métodos convencionais mais
utilizados séo a cromatografia gasosa (GC), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
espectrometria de massa, porém, sdo métodos caros, que exigem pessoas capacitadas e elevado
tempo para anélise (LOOS; NIESSNER, 1999; BARCHANSKA et al., 2012; KUKLENYIK et al.,
2012; LEITE et al., 2015; LIU et al., 2015). Com isso, novos métodos de deteccdo vém sendo
estudados, para reducdo de tempo, custo, e também um maior limite de deteccdo para baixas
concentragoes.

Nos ultimos anos, nanossensores e nanobiossensores de cantilever estdo tendo grande
destaque por detectar substancias na micro e nanoescala, por meio do uso de camada sensoras
bioldgicas, como célula, antigeno e anticorpo, ou enzima imobilizada.

A enzima tirosinase pode ser inibida por muitos poluentes, entre eles a atrazina
(MARQUES; YAMANAKA, 2008). Varios estudos mostram a construcdo de biossensores
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utilizando tirosinase para a deteccdo de atrazina, entre eles biossensor condutométrico (ANH et
al.,, 2004), biossensor eletroquimico (GUAN et al., 2016), biossensor amperométrico
(TORTOLINI et al., 2016;), utilizando a inibicdo enzimatica em presenca do herbicida com
resultados satisfatorios.

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de
nanobiossensor de cantilever funcionalizado com extrato enzimatico vegetal de tirosinase para a
deteccdo do herbicida atrazina em agua e caracterizar a superficie do nanobiossensor bem como a

resposta do dispositivo a diferentes concentracGes de atrazina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo principal o desenvolvimento de nanobiossensor de
cantilever funcionalizado com extrato enzimatico vegetal de tirosinase para a detecgdo de atrazina

em agua.

2.2 Objetivos especificos

- Obter um extrato bruto da enzima tirosinase de baixo custo utilizando um tecido vegetal,

- Avaliar a atividade e a estabilidade da enzima tirosinase com e sem agente protetor para
posterior utilizagdo no desenvolvimento do nanobiossensor de cantilever;

- Estudar duas formas de funcionalizacdo do cantilever pela técnica de SAM (camadas
automontadas) utilizando extrato enzimatico de tirosinase;

- Caracterizar a superficie do nanobiossensor de cantilever antes e apés a funcionalizacédo
com as técnicas de microscopia de forca atbmica (AFM) e espectroscopia de infravermelho de
reflex&@o e absor¢do de modulacdo por polarizagdo (PM-IRRAS);

- Avaliar a resposta do nanobiossensor de cantilever na detec¢cdo de atrazina em agua.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agua e agrotoxicos

A &gua é um dos principais recursos naturais existentes, por ser essencial a vida no
planeta e para 0 bem-estar da populacdo, sendo importante na alimentacdo, nas atividades
domésticas, industriais e quimicas, para o setor agricola e pecuério, geracdo de energia elétrica,
entre outros. O aumento do uso de pesticidas na agricultura torna-se preocupante, devido a sua
permanéncia no ambiente, podendo levar a contaminacdo das aguas, além dos solos e ar
(SEKHON, 2014).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), Programa da Organizacdo
das NacBes Unidas (ONU) responsavel pelas areas de agricultura e alimentacdo, os agrotoxicos
séo definidos 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 deva ser administrada para o controle de insetos,
aracnideos e outras pestes que acometem 0s corpos de animais de criagdo (PERES; MOREIRA,
2003).

Existem inGmeras variedades de agrotdxicos, e podem ser classificados de acordo com
trés abordagens: no modo de acdo; pragas que combatem e; grupo quimico a que pertencem. De
acordo com o modo de acdo, eles podem ser sistémicos ou ndo sisttmicos. Os primeiros entram
no sistema vascular da planta, enquanto que os ndo sistémicos nédo, afetando assim o local em que
entram em contato (ZACHARIA, 2011).

Quanto a estrutura quimica sdo classificados como: carbamatos, piretréides,
organofosforados, organoclorados e triazinas e, quanto a sua acao, de acordo com as pragas, sao
classificados como: herbicidas, para o controle de plantas daninhas; fungicidas, para o controle de
fungos; inseticidas, para controle de insetos; acaricidas, para o controle de acaros, entre outros
(PEREIRA, 2011a; ZACHARIA, 2011).

Os pesticidas, em sua grande maioria, apresentam elevada toxicidade, tornando-os

cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e mimetizadores de horménios. Quando aplicados,
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podem se acumular no ambiente, gerando sérios problemas na qualidade das aguas superficiais e
subterraneas. Muitos desses pesticidas ndo sdo adsorvidos substancialmente ao solo, sendo
frequentemente encontrados acima dos niveis toleraveis pelas agéncias de controle ambiental em
aguas superficiais e lencois freaticos (RODRIGUES, 2015; ABATE; MASINI, 2005).

De acordo com estudos (PRIETO, 2013; INOUYE et al., 2014; LIN et al., 2014; XING et
al., 2015; VOGEL et al.,, 2015) herbicidas provocam alteragbes em animais, no seu
desenvolvimento, nos sistemas colinérgico, imunoldgico, reprodutivo, causando alteracbes em
orgdos como cérebro, figado, rim, pulmao, entre outros, quando submetidos a exposi¢do. Os
principais efeitos adversos para a salde humana causados por pesticidas sdo dificuldades na
respiracdo, dores de cabeca, efeitos neuroldgicos ou psicoldgicos, irritacdo da pele e das
membranas mucosas, declinio da funcdo do sistema imunolodgico, alteracdes no crescimento e
reproducdo além de tumores (BRETVELD, 2006; LIU et al., 2015).

Dentre os pesticidas mais utilizados no mundo esta a classe dos herbicidas triazinicos que
estdo na lista de poluentes quimicos que precisam ser monitorados devido a sua toxicidade,
persisténcia e acimulo no meio ambiente. Estes sdo inibidores da fotossintese, considerados
inibidores do transporte de elétrons (ZHAO, 2008; OLIVEIRA, 2011; SILVA et al., 2013).

3.1.1 Atrazina

As triazinas possuem um anel composto de atomos alternados de nitrogénio e carbono,
sendo que a maioria destas sdo simétricas (s-triazinas), onde no anel ha a alternacdo de 4&tomos de
nitrogénio e carbono (CONSOLIN FILHO, 2002).

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina), pertence a classe quimica
das triazinas e é a mais utilizada na agricultura. Sua estrutura quimica e representada por um anel
triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina (Fig. 1), o que o torna recalcitrante
para a degradacdo bioldgica no ambiente. E classificada como herbicida sistémico, seletivo e
utilizado no controle pré e pés-emergente de ervas de folhas largas, principalmente nas culturas
de milho, cana-de-agucar e soja (HALLBERG, 1989; JAVARONI; LANDGRAF; REZENDE,
1999; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2014; BIA et al., 2014; AQUINO et al., 2017).

Este herbicida inibe a atividade do fotossistema Il pelo fato de ocorrer a substituicdo da
ligacdo da plastoquinona com a quinona b. A atrazina substitui a forma oxidada da plastoquinona

e ocupa o local de ligacdo especifica no aceptor Qb da proteina D1. Dessa forma, a molécula do
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herbicida esta reduzida e ndo apta a receber elétrons, inibindo a fotossintese (KLECZKOWSKI,
1994).

Figura 1- Estrutura quimica da atrazina
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Fonte: PEREIRA (2011b)

Segundo Javaroni; Landgraf; Rezende (1999), atrazina é um composto polar, fracamente
basico e sua estabilidade pode ser explicada pela configuracdo eletrénica de seu anel
heterociclico. Possui solubilidade em agua relativamente baixa e é solivel em alguns solventes
organicos como éter, acetona, benzeno, cloroférmio, etanol e acetato de etila.

Devido a frequéncia de uso, a alta persisténcia deste herbicida no ambiente, pode ocorrer
a permanéncia no sistema ecoldgico, podendo ser transferido para as aguas superficiais pela
enxurrada ou nas aguas subterraneas, através da infiltracdo, tornando-se prejudicial a satde dos
seres humanos, causando diversas alteracfes no funcionamento do organismo. Em paises como
EUA, ja foi observado elevadas concentracdes de atrazina (330 ug/L) em aguas superficiais de
areas agricolas e urbanas (BONANSEA et al., 2013; DELWICHE, 2014; LIU; FU; JIN, 2017).

A meia vida (tempo de dissipar a metade da quantidade inicial) da atrazina na literatura é
bastante variavel, pois depende das caracteristicas do ambiente. Mas devido as suas
caracteristicas pode variar de vinte a mais de cem dias, tornando assim um poluidor potencial
(EISLER, 1989; CONSOLIN FILHO, 2002; LOURENCETTI et al., 2005).

A baixa solubilidade da atrazina em agua (33 mg/L) é justificada pela baixa polaridade
medida pelo log Kow (2,61), que em uma parti¢cdo do produto entre dois solventes existird quase
mil vezes mais atrazina soltuvel em octanol (relativamente menos polar) do que em agua (polar).
Também possui volatilidade baixa, alto potencial de escoamento, hidroélise lenta, baixa pressao de
vapor (EISLER, 1989; VASCONCELOS, 2007).
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A Tabela 1 mostra as propriedades fisicas e quimicas da atrazina, tornando possivel uma

maior compreensdo de seu elevado potencial poluidor.

Tabela 1 - Propriedades fisicas e quimicas da atrazina

Propriedade Informacao Referéncias

Peso molecular 215,69 g mol™ Javaroni; Landgraf;
Rezende (1999).

Densidade 1,187 glem® a 20 °C Tomlin (1994).

Volatilidade (pressao de vapor) 0,04 mPaa 20 °C Tomlin (1994).

Solubilidade em &gua 33 mg/L Javaroni; Landgraf;
Rezende (1999).

Ponto de fuséo 173 °C Lide (1997).

Coeficiente de particdo octanol-agua 2,61 Hansch; Leo; Hoekman

(log Kow) (1995).

Fonte: O autor

Devido a preocupacdo cada vez maior da populacdo em relacdo aos agrotoxicos, foram
definidos niveis maximos permitidos dessas substancias em agua potavel (MALEKI et al., 2007).
Segundo a Resolugdo n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL,
2005) 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 (BRASIL, 2000; BRASIL, 2011), trazem como limite maximo
permitido para atrazina em &guas doces de 2,0 pug/L Desta forma, € muito importante encontrar
métodos eficientes para deteccdo dessa substancia em baixas concentracdes.

Técnicas analiticas convencionais utilizadas para a deteccdo de agroguimicos, mais
especificamente atrazina em amostras naturais, envolvem técnicas como a cromatografia gasosa
(GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrometria de massa e teste ELISA
(do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (LOOS; NIESSNER, 1999; BARCHANSKA
et al., 2012; KUKLENYIK et al., 2012; LEITE et al., 2015; LIU et al., 2015). No entanto,
métodos de deteccdo mais baratos, precisos, de facil utilizacdo, possibilidade de portabilidade e
miniaturizacdo para a identificacdo de residuos de pesticidas em amostras ambientais vem sendo

estudados em nanoescala.
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3.2 Nanotecnologia

Nanotecnologia ¢ definida como “a tecnologia que permite compreender, medir,
manipular e produzir a nivel atdbmico, molecular e supramolecular visando a criacdo de materiais,
dispositivos e sistemas com nova organizagao molecular, propriedades e fungoes” (CARNIEL,
2013).

Pode-se definir um nanémetro (nm) como a bilionésima parte de um metro, e como
exemplo temos: um virus (100 nm), uma proteina (pode variar de 5-50 nm), o DNA (Acido
Desoxirribonucléico) (2nm) e um atomo (0,1 nm) (ABDI, 2010; RODRIGUES, 2015). Segundo a
ABDI (2010), o Brasil pode ocupar uma posicdo competitiva em médio prazo em
nanobiotecnologia, com investimentos principalmente em imageamento molecular e materiais
nanoestruturados biocompativeis.

Para a confeccdo de sensores a nanotecnologia é utilizada, manipulando atomos e
moléculas através de nanomateriais, ou seja, materiais que possuem dimensdes entre 1 e 100 nm
e que possuem caracteristicas diferenciadas (propriedades fisicas e eletrénicas) das em maior
escala (ZHAO; JIANG, 2010; DURAN; MARCATO, 2013), além de apresentarem elevadas
proporcdes de area superficial, que especificamente possibilita a deposicdo de enzimas que
podem ser usadas como transdutores em biossensores, tendo excelentes propriedades Opticas ou
elétricas (MALIK et al., 2013).

Na agricultura, a aplicacdo da nanotecnologia é considerada como o0 proximo passo
natural na ciéncia, jA que esta € uma area multidisciplinar, integrando a engenharia com a
biologia, quimica e fisica. Neste sentido, a nanotecnologia tem o potencial de aprimorar a
industria agricola e de alimentos com novas ferramentas para o tratamento e deteccdo molecular
de doencas e pragas (BUENO, 2013).

Segundo estudos, a nanotecnologia foi utilizada para identificacdo de residuos de
pesticidas em amostras ambientais, para otimizar e minimizar custos. Esses métodos utilizam
sensores e, quando estes se encontram em escala nanométrica, sdo chamados de
nanobiossensores (LIU et al., 2011; SILVA et al., 2013; WANG et al., 2014; GUPTA et al.,
2015; LEITE et al., 2015).
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3.2.1 Biossensores e nanobiossensores

De acordo com as divisdes da Quimica Analitica e Fisico-Quimica da IUPAC, um
biossensor é o dispositivo capaz de fornecer uma informacao analitica especifica, quantitativa ou
semi-quantitativa usando um elemento de reconhecimento bioldgico o qual estd em contato direto
com elemento de transducdo (THEVENOT et al., 1996; THEVENOT et al., 2001). Quando a
sensibilidade e a seletividade do biossensor sdo investigadas na escala nano (compreendidos na
escala de 1-100 nm), estes dispositivos recebem o nome de nanobiossensores (SANG et al., 2013;
BUENO, 2013; MALIK et al., 2013).

Um biossensor consiste de trés componentes basicos (Fig. 2): a) elemento de
reconhecimento bioldgico, através do qual o biossensor reconhece seletivamente um ou varios
analitos entre um grande nimero de outras substancias; b) transdutor fisico, que processa o sinal
produzido pela interacdo entre o elemento de reconhecimento e o analito de interesse num sinal;

c) sistema eletronico de amplificacdo de sinal e gravacdo de dados (KOROTKAYA, 2014).

Figura 2 - Esquema de funcionamento de um biossensor
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Fonte: O autor

Estes biossensores para a determinacao de pesticidas vém ganhando interesse devido a sua
confiabilidade, resposta rapida e alta sensibilidade e seletividade (PICHETSURNTHORN et al.,
2012).
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3.2.2 Biossensores enzimaticos

Enzimas sdo estruturas organicas, mais precisamente proteinas, que agem como
catalisadores de reagdes em processos biolégicos. Sdo capazes de aumentar a velocidade da
reacdo, diminuindo a energia de ativacao, isto €, diminuindo o tempo total da reagdo. Em uma
reacdo que utiliza uma enzima, a mesma se liga ao seu substrato, substancia necessaria para a
formacéo de produto final, formando assim o complexo enzima-substrato. O substrato liga-se de
forma covalente na enzima através de seus sitios ativos, e isto ocorre devido a alta especificidade
entre ambos. O substrato € consumido para a formagdo do produto final (LEHNINGER et al.,
1995; FOSCHINI, 2009).

Os biossensores baseados em enzimas estdo em contato com os transdutores
(equipamento que converte o produto da reacdo biolégica em um sinal elétrico quantificavel e
processavel), onde muitas pesquisas centraram-se no desenvolvimento destes para a detec¢do dos
seus substratos. A deteccdo de compostos com biossensores baseados na inibicdo enzimatica é
recente e vem tendo um crescente avango. Estes biossensores sdo ferramentas confiaveis para a
deteccdo de uma grande quantidade de compostos téxicos (WANG; LU; CHEN, 2014; AMINE
etal., 2015).

Um inibidor enzimatico refere-se a uma substancia que é capaz de interferir na taxa de
uma catalise enzimatica, retardando ou reduzindo o processo, ou a especificidade biol6gica da
reacdo. Varios pesticidas inibem a atividade de enzimas especificas, podendo interferir nos
processos normais no nucleo da célula e competir com substratos por sitios ativos (LEHNINGER
etal., 1995; MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Os processos de inibicdo enzimética ocorrem de diferentes formas, como a inibigédo
reversivel competitiva, ndo competitiva e incompetitiva, alem da inibicéo irreversivel. A inibicao
reversivel competitiva é aquela que o inibidor concorre com o substrato pelo sitio ativo da
enzima, enquanto que a ndo competitiva ocorre quando o inibidor se liga em sitio ativo diferente
daquele que se liga o substrato, podendo se ligar tanto na enzima livre como no complexo
enzima-substrato. Ja a inibicdo reversivel incompetitiva também se liga em sitio ativo diferente
daquele que se liga o substrato, porém o inibidor se ligara apenas no complexo enzima-substrato.

A inibigdo irreversivel ocorre quando o inibidor se combina com o grupo funcional da enzima,
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podendo promover a destruicdo de tal grupo, ocorrendo a inativagdo definitiva da enzima
(LEHNINGER et al., 1995).

3.2.3 Tirosinase

A tirosinase (EC 1.14.18.1), também conhecida como polifenol oxidase, ¢ uma
metaloproteina binuclear, que possui dois atomos de Cu (ll), como sitios ativos, cada um
coordenado a trés moléculas de histidinas, sendo duas ligagdes equatoriais fortes e uma axial
mais fraca (FERREIRA, 2005), conforme demonstrado na Figura 3.

A tirosinase € encontrada em maior quantidade em cogumelos, mas também 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 envolvida na sintese da
melanina (VIEIRA; FATIBELLO-FILHO, 1998; FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002;
LUPETTI; RAMOS; FATIBELLO-FILHO, 2003; PERONE et al., 2005; MATUSCHEK;
SVANBERG, 2005; POLESEL; SINHORINI; PERONE, 2010). Na forma comercial (obtida de
cogumelo Agaricus bisporus) possui ponto isoelétrico entre 4,7 e 5,0 e um pH étimo de atividade
entre 6,0 e 7,0 (ROBB; GUTTERIDGE, 1981).

Figura 3 - Estrutura da enzima tirosinase (a); Representacdo esquematica da enzima tirosinase

com seus dois atomos de Cu (I1), como sitios ativos em verde (b)
His

(@) (b)

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2005); (GASPAR, 2010)

Conforme Figura 4, na presenca de oxigénio molecular, a enzima tirosinase, catalisa duas

reacOes diferentes: a transformacdo de o-mono-fendis em catecois (parte 1, atividade cresolase) e
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a oxidacdo do catecol para o-quinona (parte 2, atividade catecolase) (ANH et al., 2004; VIDAL
et., 2006; MARQUES; YAMANAKA, 2008; FOSCHINI, 2009).

Figura 4 - Esquema das reacOes catalisadas pela tirosinase
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Fonte: Adaptado de ANH et al., (2004)

A tirosinase pode ser inibida por muitos poluentes, tais como carbamatos,
organofosforados, atrazinas, acidos carboxilicos aromaticos, clorofendis e agentes quelantes de
cobre. Desta forma, biossensores baseados em enzimas tirosinases podem ser empregados com
biossensores baseados em inibicdo enzimatica, detectando tanto o decréscimo da quantidade de
oxigénio no meio reacional, quanto a formacdo da quinona, em presenca do agente inibidor
(HIPOLITO-MORENO et al., 1998; YU et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2015; TORTOLINI et
al.; 2016).

De acordo com Marques e Yamanaka (2008), a forma de como a enzima tirosinase é
inibida baseia-se no blogueio dos sitios ativos, formando o complexo enzima-inibidor, que
bloqueia a transferéncia eletrdnica entre a enzima e o substrato.

O sucesso do desempenho de um biossensor enzimatico depende do adequado método de
imobilizacéo da enzima no dispositivo, pois ira definir a estabilidade, sensibilidade, seletividade e
reprodutibilidade do mesmo. A imobilizacdo dever garantir 0 acesso da enzima ao analito, além
da proximidade com o transdutor (LAGARDE; JAFFREZIC-RENAULT, 2011; ZHAO; JIANG,
2010; OLIVEIRA et al., 2013).

Geralmente séo quatro os tipos de imobilizacdo utilizados: a adsorcdo, o encapsulamento
ou aprisionamento; a ligacdo covalente e a ligacdo covalente cruzada ou reticulacdo. A adsorcao é

uma forma simples, répida e baseada em interacfes de baixa energia entre os grupos funcionais
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do bioreceptor e do substrato, podendo ser adsorcdo fisica (fraca, atraves de Van der Waals) ou
quimica (forte, ocorrendo a formacdo de ligagdes covalentes). O encapsulamento ou
aprisionamento se refere a retencdo fisica da enzima nas cavidades internas de uma matriz solida
porosa. A ligacdo covalente imobiliza o grupo funcional da enzima a matriz do suporte, sendo
que a ligacdo covalente cruzada ou reticulagdo forma um sistema reticulado das moléculas da
enzima, formando uma rede rigida (BASED et al., 2008; LAGARDE; JAFFREZIC-RENAULT,
2011; ZHAO; JIANG, 2010; SYHG-YING et al., 2000; PANESAR et al., 2010; MENDES et al.,
2011).

Em 1995, Besombes et al., utilizaram a tirosinase para detectar atrazina em agua por meio
de um biossensor amperométrico, onde a determinacdo do poluente se deu a partir do efeito
inibidor sobre a atividade da enzima. A tirosinase foi dissolvida em uma dispersdo aquosa de 1,30
puL de mistura contendo 0,06 mg de enzima e 18 nmol do mondmero de pirrol. A mistura foi
espalhada num eletrodo de carbono vitreo (didmetro 5 mm) e a agua foi removida sob vacuo. A
polimerizacdo da pelicula de I-enzima monémero adsorvida foi realizada por meio de potencial
de eletrolise durante 30 min a + 0,75 V. O limite de deteccdo encontrado para o dispositivo na
deteccdo de atrazina foi de 4 uM.

Um biossensor amperométrico baseado em tirosinase retida em um polimero condutor
para a determinacdo de atrazina foi desenvolvido por Védrine; Fabiano; Tran-Minh (2003). A
enzima foi retida no polimero condutor poli 3,4-etilenodioxitiofeno (PEDT), eletroquimicamente
gerado em um eletrodo de carbono vitreo. Eletrodos de discos de carbono vitreo foram utilizados
para 0 processo de imobilizacdo, onde uma solucdo contendo a enzima tirosinase foi depositada
sobre 0 mesmo. O limite de deteccdo encontrado foi de 1 mg/L, onde a atrazina atuou como um
inibidor competitivo sobre o sitio ativo da enzima, e os resultados demonstraram que a pelicula
de PEDT é um método promissor de imobilizacdo de tirosinase.

No trabalho de Anh et al. (2004) a atividade da tirosinase na presenca de atrazina foi
investigada através de um biossensor condutométrico. A tirosinase foi imobilizada sobre a parte
sensivel do biossensor, por reticulacdo da mesma com albumina de soro bovino e vapor saturado
de glutaraldeido. Os resultados mostraram que a atividade da tirosinase foi inibida com um limite
de deteccdo de 1 ppb, na faixa de cerca de 2,15 - 2150 ppb.

Kim et al. (2008) desenvolveram um biossensor baseado em tirosinase com eletrodo

revestido com nanoparticulas de ouro caracterizado por medicdes de voltametria ciclica para
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deteccdo de atrazina. A enzima foi imobilizada no eletrodo sobre uma camada de SAM por
ligacdo covalente com o uso de EDC/NHS. Os resultados se deram a partir da inibicéo enzimatica
decorrente da presenca do pesticida em amostras de agua, onde o limite de deteccdo foi de 0,35
pg/mL e deteccdo na faixa de 0,001 — 0,5 ng/mL.

Em 2016, Tortolini et al., utilizaram biossensor amperométrico baseado em tirosinase para
determinacdo de atrazina em &guas. A enzima foi imobilizada em eletrodos serigrafados de
substrato catecol, os autores concluiram que, com uma incubacdo de 20 minutos, o dispositivo
mostrou um limite minimo de deteccéo igual a 0,03 ppm.

Utilizando estes dispositivos sensores na nanoescala (1 — 100 nm), a sensibilidade e o
desempenho aumentam devido a miniaturizagdo quando comparados a uma escala maior. 1sso
porque a area de superficie especifica aumenta com a reducdo do tamanho, aumentando o nimero
de locais disponiveis para as interagdes moleculares, tornando-se assim promissores na deteccao
de poluentes (WANG, 2005).

3.3 Nanobiossensores de cantileveres

Por meio da microscopia de forca atbmica — AFM (do inglés Atomic Force Microscope)
uma nova ferramenta de deteccao de diversos analitos, através da funcionalizacdo da haste ou da
ponta do cantilever vem ganhando destaque (SHENGBO SANG, 2013). Sensores de cantilever
sdo capazes de medir interacGes biomoleculares, em nivel molecular, além de resposta em tempo
real, reconhecimento especifico, alta sensibilidade, com vantagem de miniaturizacao
(CARRASCOSA et al., 2006; JOHNSON; MUTHARASAN, 2012).

O cantilever consiste de uma haste mével em que uma de suas extremidades é fixa a um
suporte, podendo ter forma em “V” (triangular) ou em “T” (retangular) com uma ponta integrada
na extremidade livre (RAITERI et al., 2001; CARRASCOSA et al., 2006; LANG et al., 2010).
Podem ser fabricados de silicio e outros materiais, mas os cantileveres de silicio séo comumente
0s mais usados em biossensores (THUNDAT; ODEN; WARMACK, 1997).

Seu funcionamento baseia-se na adsorcdo de analitos sobre uma superficie sensivel que
ocasionara uma mudanca na frequéncia vibracional ou uma deflexdo do mesmo. O AFM pode ser

utilizado para varredura de superficies e também medir forcas entre o cantilever (constante de
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mola) e a amostra a ser analisada. Para isso, a sensibilidade dos nanossensores ird depender da
interacdo da camada ativa com o elemento a ser analisado (LANG; GERBER, 2007; STEFFENS
et al., 2014). O funcionamento do AFM (Fig. 5) baseia-se em uma fonte de laser que incide sobre
o0 cantilever, que possui uma camada refletora. O laser refletido é detectado por um fotodetector
(fotodiodo) que indica sua posigédo (SILVA, 2012).

Com AFM pode-se analisar superficies suficientemente rigidas em diferentes condicdes,
em ar ou em meio liquido, podendo analisar amostras diretamente no seu ambiente natural, em
diferentes temperaturas, obtendo-se uma resolucdo nanométrica lateral e uma resolucdo vertical a
escala de angstroms, (GADEGAARD, 2006; TAMAYO et al., 2013; VAHABI; SALMAN;
JAVANMARD, 2013). O campo de imagem pode variar desde a escala atbmica e molecular até
dimensdes superiores a 100 um e podem ser analisadas superficies com diferentes indices de
rugosidade, uma vez que a gama de andlise vertical pode ir até cerca 8-10 um (GADEGAARD,
2006). Um fator importante no funcionamento do AFM ¢é o local onde o equipamento se
encontra. Por ser muito sensivel, este deve ficar sobre uma plataforma sem vibracdes, pois uma

pequena perturbacao pode afetar seu funcionamento (SILVA, 2012).

Figura 5 - Esquema do funcionamento do AFM
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Fonte: FERREIRA; YAMANAKA, (2006)

Os nanobiosensores de AFM apresentam como principal vantagem maiores limites de
deteccdo a nivel molecular. Este sistema pode detectar interagdes na ordem de piconewtons (pN)
(GRUBER et al., 2011). As interagdes entre moléculas e a superficie do cantilever, alteram as

tensbes de superficie sobre o bragco de suporte. Diversas sdo as transducgdes provocadas por um
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cantilever, entre elas as alteracdes de massa, temperatura, calor ou deflexdo (modo estatico) ou
uma mudanca de frequéncia de ressonancia (modo dinamico) (TANG et al., 2004; RAITERI et
al., 2005).

No caso dos nanobiossensores de cantileveres, o principio de funcionamento baseia-se na
adsorcdo de analitos sobre a superficie funcionalizada, podendo ocorrer uma deflexdo ou uma
mudanga da frequéncia de ressonancia. No AFM podem ser utilizados alguns modos de operagéo,
dentre eles encontram-se 0 modo estatico e 0 modo dindmico. No modo estatico, apenas um lado
da superficie do cantilever ¢é funcionalizado, ocorrendo uma interacdo molecular (reconhecimento
do analito) causando uma alteracdo na tensdo, ocorrendo a deflexdo. JA& o modo dindmico
depende de alteragdes de frequéncia de ressonancia causadas por adsor¢éo de massa ou rigidez do
cantilever (constante de mola). A frequéncia de ressonancia diminui conforme aumenta a massa
do cantilever (Fig. 6) (WANG et al., 2007; JOHNSON; MUTHARASAN, 2012; TAMAYO et
al., 2013; SANG et al., 2014).

Figura 6 - Modos de operacdo de sensores de cantilever: modo estatico e modo dinamico

Modo Estatico Modo Dinamico
® @
Camada ® @ ® @
sensitiva ]
Frequéncia
LR X ®
Deflexao Camada

sensitiva

Fonte: Adaptado de HEGNER; ARNTZ (2004)

Para cada tipo de modo de operagdo € necessario um cantilever com caracteristicas
diferentes visando uma alta sensitividade. Para que sejam alcangadas grandes deflexdes no modo
estatico, o cantilever deve possuir uma haste longa e uma constante de mola baixa. Para que
elevadas frequéncias de ressonancia sejam alcancadas no modo dindmico utiliza-se um cantilever
com haste curta e constante de mola grande (MANZOLI et al., 2010).

A constante de mola representa uma medida da rigidez do mesmo, sendo determinada
pelas suas propriedades geométricas (comprimento, largura e espessura) além do material do

cantilever. Ja a frequéncia de ressonancia é o resultado do movimento vibratdrio do cantilever,
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estando relacionada com a constante de mola, geometria e com a variagdo da massa adsorvida
sobre o cantilever (WANG et al., 2007; LANG, HEGNER; GERBER, 2010).

A 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
instrumentacdo e das condi¢fes do ambiente externo, e por serem frageis, devem ser operados
cuidadosamente (TAMAYO et al., 2013; BAUSSELS, 2015).

3.3.1 Funcionalizacédo da superficie de nanobiossensores

Os cantileveres de AFM podem ser funcionalizados ou imobilizados quimicamente,
promovendo uma ligacdo covalente para imobilizar a enzima na superficie. Na maioria das vezes,
as interagBes especificas entre o sistema e a amostra sdo reversiveis, permitindo seu
monitoramento (ETCHEGARAY et al., 2010).

A técnica de camadas automontadas - SAM (do inglés Self-Assembled Monolayers) é
constituida por camadas moleculares formadas tipicamente a partir da exposi¢cdo de uma
superficie a moléculas com grupos funcionais que possuem afinidade por um determinado
substrato usado como suporte, como por exemplo, o ouro. A formacdo de SAM permite
interacdes entre moléculas e superficies, modificando suas propriedades fisicas e quimicas
(MOCELLINI, 2011). No caso das enzimas, a imobilizacdo por SAM pode ser vantajosa, uma
vez que podera ocorrer transferéncia direta de elétrons, para a qual a orientacdo, distribuicdo, e
proximidade da biomolécula da superficie do eletrodo sdo pardmetros de grande importancia
(CABRITA; ABRANTES; VIANA, 2005).

Segundo Galli (2009), a formacdo de SAM de tiois sobre superficie metélica constitui um
método bastante interessante de obtencdo de uma superficie com alto grau de ordenacao
controlada quimicamente. Os tidis apresentam uma forte afinidade com os metais de transicéo,
provavelmente devido a possibilidade desses compostos formarem multiplas ligacbes com a
superficie metalica (LEE et al., 1991).

Algumas vantagens sdo apresentadas na utilizacdo de camadas automontadas para
imobilizacdo de biomoléculas, como a facilidade de serem formadas e de formar estruturas

ordenadas; apresentarem estabilidade razoavel por um periodo longo de tempo; necessaria uma
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pequena quantidade de biomolécula para a imobilizacdo na monocamada, diminuindo custos com
reagentes (CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002).

Segundo Carrascosa et al. (2006), normalmente o cantilever possui a superficie revestida
com uma camada fina de ouro (20-100 nm) o que proporciona uma étima oportunidade de utilizar
a técnica de SAM. Os tidis sdo conhecidos por interagir fortemente com superficies de ouro para
formar monocamadas estaveis e automontadas (BAIN; EVALL; WHITESIDES, 1989). Na
Figura 7 é possivel observar um esquema da monocamada sobre a superficie de ouro. A
automontagem da monocamada tiol em ouro é promovida pela forte interacdo quimica existente

com o ouro e o enxofre (presente no tiol) situado na extremidade da cadeia (ALMEIDA, 2010).

Figura 7 - Monocamadas automontadas sobre a superficie de ouro
Grupo Funcional Terminal (COOH)

Cadeia Carbonica

Atomos de Enxofre
Superficie de Ouro

Fonte: O autor

A utilizacdo de agentes reticulantes (como EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida e NHS - N-hidroxi-succinimida), para a construcdo de biossensores € muito comum
de acordo com a literatura (BRAZACA, 2015). Apos a ligagdo covalente do tiol no ouro, ha um
grupo carboxilico disponivel para a proxima etapa da técnica de SAM. O grupo carboxilico
presente no tiol podera reagir com o0 EDC, formando o grupo intermediario O-acilisoureia, o qual
é instavel e reativo. A partir desse ponto, a reacdo podera ocorrer de trés maneiras:

1) Tendo disponivel uma amina primaria, ocorrera uma ligacdo amida com o grupo
carboxilico original, e um produto secundario do EDC é liberado.
2) O intermediario do EDC reage com o NHS presente, se ligando atraveés do grupo

carboxilico original. Neste caso um grupo reativo a amina que € mais estavel que o O-

acilisoureia se forma.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956566303002264#BIB3
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3) Caso o intermediério ndo reaja quase imediatamente, este ird sofrer hidrdlise, e o grupo

carboxilico original se restaura.

Na utilizacdo de EDC e NHS combinados o caminho de reacdo 2 é o favorecido.
Posteriormente, aminas primarias do componente a ser imobilizado removem o NHS, liberando-o
em solucdo, e se ligam ao &cido carboxilico original (JANEGITZ et al., 2011; BRAZACA, 2015;

PEPINO, 2016). Um esquema desta reacdo pode ser observado na Figura 8.

Figura 8 - Esquema de reticulacdo mediada por EDC (a) e EDC/NHS (b)
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Fonte: PEPINO (2016)

Na literatura poucos trabalhos séo encontrados no desenvolvimento de nanobiossensores
para deteccdo de atrazina atraves da tecnica de SAM, porém outros trabalhos para a detecgédo de
atrazina sdo encontrados, tal como o de Hileli et al. (2006), que desenvolveram um imunossensor

eletroquimico na andlise de atrazina, utilizando monocamada automontada (SAM) composta de
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AMHD, anticorpo K47 e biotina, utilizando uma superficie de ouro em silicio. Os resultados
mostraram que o imunossensor apresentou elevada sensibilidade ao antigeno atrazina.

Em 2013, Deda et al.,, desenvolveram um nanobiossensor de ponta de AFM,
funcionalizando 30 pL da solucdo de anticorpo anti-atrazina e glutaraldeido para a deteccdo de
atrazina. Foi comparada a curva de forga entre as pontas ndo funcionalizada e funcionalizada com
anticorpo e, a diferenca da forca de adeséo foi de 16 e 44 pN, respectivamente, gerando um
aumento de 175% de forca de adesdo, 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 fortes evidéncias de 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 nao-

especificos.

3.4 Consideracdes finais

A grande utilizacdo de agrotoxicos torna-se um fator preocupante para a populacéo,
principalmente devido a capacidade de alguns permanecerem no sistema ecolégico. Assim, a
utilizacdo da nanotecnologia vem ganhando espaco em diversas areas, inclusive na area
ambiental e na agricultura, podendo trazer avancos tecnoldgicos e econdmicos, contribuindo no
desenvolvimento do pais.

Os nanobiossensores de cantileveres, desenvolvidos e funcionalizados em nanoescala, por
meio do microscopio de forca atbmica — AFM, sdo alternativas viaveis e promissoras para tal,
sendo altamente sensiveis e seletivos para a deteccdo do herbicida atrazina em aguas em baixas
concentragdes, aléem de otimizar e minimizar custos.

Até o momento nenhum trabalho descrevendo o desenvolvimento de nanobiossensor de
cantilever para deteccdo de atrazina através de um extrato bruto vegetal de enzima tirosinase,
utilizando o modo de operagdo de deflexdo ou frequéncia de ressonancia foi encontrado na
literatura, tornando assim este trabalho pioneiro. Esta revisdo da literatura € essencial para
entendimento e funcionamento do nanobiossensor desenvolvido neste trabalho e as etapas

seguintes foram realizadas de acordo com 0s conceitos e técnicas aqui mencionadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Todo material utilizado (bal6es volumétricos, espatulas, béqueres, placas de petri, etc) foi
submetido a um procedimento de limpeza com solucdo de &cido nitrico (HNOjs) (65%) com
posterior lavagem com agua destilada (OS10LXE - Gehaka), agua deionizada (Permution) e 4gua
milli-Q (Millipore) para assegurar a auséncia de quaisquer residuos organicos que pudessem
interferir nas analises. Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza analitica

(PA) e estéo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Reagentes utilizados

Nome

Procedéncia

HNO; (65%)

Fosfato de sodio monobasico monohidratado
Fosfato de sodio dibasico anidro
Polivinilpirrolidona (PVP)

Catecol

Alcool absoluto (99,5%)

Alcool isopropilico

Acido 16-mercaptohexadecandico (90%) — AMHD
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC)
N-hidroxisuccinimida (NHS)

Atrazina (99,5%)

Quimica Moderna
Synth

Vetec

Fluka Chemica
Fluka Chemica
Quimex

Vetec

Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Dr. Ehrenstorfer GmbH

Fonte: O autor

4.2 Metodos
4.2.1 Extracdo Enzimatica

A tirosinase pode ser encontrada em diversos tecidos vegetais, especialmente em frutas
(VIEIRA; FATIBELLO-FILHO, 1998; FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002; LUPETTI,
RAMOS; FATIBELLO-FILHO, 2003; PERONE et al., 2005; MATUSCHEK; SVANBERG,
2005; POLESEL; SINHORINI; PERONE, 2010). A banana nanica (Musa acuminata) foi
escolhida para extragdo de tirosinase por possuir grandes quantidades desta enzima, apresentar

alta atividade enzimatica e por possuir baixo custo (PERONE et al., 2005).
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A extracdo enzimatica de tirosinase da banana nanica (Musa acuminata) foi realizada
segundo o método descrito por Perone et al. (2005) com modificac¢6es, onde foi utilizado solugao
tampéo de fosfato de sodio 0,1 mol.L™, pH 6,5 por ser considerado pH 6timo para esta enzima. A
extracao foi realizada na presenca e auséncia de agente protetor polivinilpirrolidona (PVP) para
avaliar o comportamento da atividade enzimatica.

A banana nanica (Musa acuminata) madura foi adquirida em um supermercado local e
armazenada em temperatura ambiente até o momento da extracdo (Fig. 9 (a)). A fruta foi
descascada e picada em pequenos pedacos. Em seguida 50 g foram homogeneizadas, em poténcia
alta, em um liquidificador com 100 mL de tampéo fosfato de sodio 0,1 mol.L™, pH 6,5 por 2 min.
Apos, permaneceu em tempo de contato por 30 min (Fig. 9 (b)).

Figura 9 - Algumas etapas da extracdo do extrato bruto de tirosinase: (a) Banana nanica (Musa
acuminata) madura; (b) Tempo de contato dos extratos em pH 6,5 com e sem PVP; (c) Filtracdo
dos extratos brutos de tirosinase

Fonte: O autor

Para avaliar a estabilidade da enzima foram realizados dois ensaios com a presenca ou
auséncia do agente protetor polivinilpirrolidona (PVP), do tipo K-90. O polimero foi usado para

remocdo de compostos fenolicos naturais presentes nesse extrato, durante o processo. Para o
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ensaio na presenca de PVP utilizou-se 5 g de polivinilpirrolidona (PVP), diluido na quantidade de
tampédo fosfato de sédio 0,1 mol.L™* pH 6,5 mencionado acima (100 mL). Em seguida, os dois
extratos brutos obtidos (com e sem PVP) foram filtrados 3 vezes, com gaze (Fig. 9 (¢)), e
centrifugados (Centrifuge MPW — 351R) a 10000 r.p.m., durante 28 min, a 5°C. O sobrenadante
foi armazenado em eppendorfs, envoltos por papel aluminio, em refrigerador a 4°C, e utilizados

como fonte enzimética de tirosinase.

4.2.1.1 Medida de Atividade Enzimética

A atividade enzimética da tirosinase foi determinada por meio da técnica de
espectrofotometria no UV/Vis (Biosystems), de acordo com Perone et al. (2005). A absorbancia
das solucdes foi medida em A= 410 nm, imediatamente apds a mistura dos reagentes em uma
cubeta de quartzo (2,8 mL de solucdo de catecol 0,05 M em tampéao fosfato de sédio 0,1 mol.L™,
pH 6,5 e 0,2 mL de extrato enzimatico) a 20 °C. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

Uma unidade de atividade (U) é definida como a quantidade de enzima que causa 0
aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto, nas condi¢cbes mencionadas, sendo

calculada pela Equagéo 1.

Atividade enzimatica (U/mL) = (A Absorbdncia x 1000 x D/ (At x V) (1)

onde: AAbsorbancia: variacdo de absorbancia final e inicial; D: diluicdo da solucdo enzimatica;
At: variagdo do tempo reacional (final e inicial), em min; V: volume do extrato enzimaético

utilizado no ensaio, em mL.

A medida de atividade enzimatica de tirosinase foi monitorada durante 2 minutos de
acordo com Perone et al. (2005), sendo observada uma diminui¢do na absorbancia ap6s 1 minuto.
Desta forma, o extrato enzimatico foi diluido em tampéo fosfato de sodio 0,1 mol.L™ pH 6,5, em
uma concentracdo de 1:5, v/v (1 mL de extrato enzimatico para 4 mL de solucdo tampéo fosfato
de sédio 0,1 mol.L?, totalizando 5 mL de solugdo), para verificar possiveis diferencas na

atividade enzimatica.
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4.2.1.2 Medida da Estabilidade Enzimatica

A estabilidade dos extratos enzimaticos foi avaliada durante 30 dias, sendo medidas no
dia da extracdo (primeiro dia) quinto, décimo, vigesimo e trigésimo dias. Neste periodo estudado
0 extrato enzimatico permaneceu armazenado em refrigerador a 4°C.

Para verificacdo da estabilidade, a atividade enzimatica foi monitorada periodicamente e
as atividades residuais foram determinadas por meio da Equacgdo 2. No primeiro dia a atividade

enzimatica foi considerada 100%.

Atividade residual (%) = (Afinai/ Ainicial) X 100 (2)

onde: Ainicial € Asinat S80 as atividades no dia inicial e no dia definido para monitoramento,

respectivamente.

4.2.1.3 Potencial Zeta

O potencial zeta é uma técnica empregada para quantificar a carga elétrica em volta das
particulas de um coloide. Os valores de potencial zeta podem ser positivos ou negativos e
dependem da natureza da particula. Particulas que apresentam valores maiores de potencial zeta
apresentam uma camada maior de ions em sua superficie e vice-versa (VALENCIA, 2013). Esta
andlise ¢ utilizada como pardmetro na determinacdo da carga eletrostatica aproximada presente
na superficie das particulas em suspensdo, que por sua vez é Util na determinacdo do nivel de
interacOes repulsivas entre as particulas (FRANCO, 2009).

As anélises do extrato bruto de tirosinase foram feitas em um aparelho zeta (Zetasizer
Nano ZS), a temperatura ambiente e utilizando aliquotas de 1 mL de extrato bruto com valores do
pH do meio previamente ajustados entre 1,0 e 5,0 com solugdo de HCI 0,1M. Essas analises do

potencial zeta foram realizadas na Embrapa Instrumentacdo em Sao Carlos/SP.

4.2.2 Cantileveres

Os cantileveres utilizados para deteccdo de atrazina eram de silicio, revestidos com uma

camada de ouro em somente um dos lados, foram obtidos comerciamente da BudgetSensors®,



40

modelo ContGD-G, com frequéncia de ressonancia de 13 kHz e constante de mola de 0,2 N/m .
Possui comprimento de 3,4 mm e largura de 1,6 mm., com haste de 450 pm e 50 pm de
comprimento e largura, respectivamente (Fig. 10). O material escolhido, silicio, bem como suas
caracteristicas geométricas, resultam em uma baixa constante de mola (k), que traduz a rigidez da
haste, ou seja, representa uma medida de dureza, e quanto mais flexivel for a mola, mais
facilmente consegue sentir alteracGes de massa, resultando em maior sensibilidade do sensor que
sera desenvolvido (THUNDAT, 2008).

Figura 10 - Especificagdes do cantilever utilizado para funcionalizagéo

17 um

15um

Raio < 10 nm

3.4mm

2 -”m'J -
Revestimento
70 nm de ouro na superficie
refletora / \ /

0.3 mm 1o le- 1,6 mm ol

Fonte: Adaptado de BUDGETSENSORS (2016)

Para operacfes em modo estético, apenas um lado do cantilever deve ser sensivel a
presenca do analito de forma a produzir variacdo na deflexdo (LANG; HEGNER; GERBER,
2010; MOCELLINI, 2011), justificando o tipo de cantilever escolhido neste trabalho bem como o
modo de operacdo, pois 0 modo estatico ndo apresenta limitacbes para operar em liquidos
(CHAUDHARY; GUPTA, 2009).

Para atuar como sensor de cantilever deve possuir uma camada refletiva, e possuir
caracteristicas para se ligar ao material da camada sensitiva, dessa forma o ouro foi escolhido por
ser um metal inerte e possuir forte interacdo com o enxofre (suficiente para formar ligagdes
covalentes) (CHEN; LI, 2006; HAN; UOSAKI, 2008). A camada refletiva apresentava 70 nm
conforme instrugdes do fabricante (BudgetSensors®).

De acordo com as definicbes de nanotecnologia apesar do cantilever n&do estar

compreendido em um escala nanométrica, pdde-se considerar este como um nanobiossensor
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devido a camada de ouro estar na escala nanométrica, fazendo parte da camada sensora. Do

mesmo modo a enzima encontra-se na escala de angstrons, considerado menor que o nanémetro.

4.2.3 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. Para isso, a
técnica de SAM foi escolhida por permitir interacdes entre moléculas e superficies, modificando
suas propriedades fisicas e quimicas, aumentando a sensibilidade pelo analito (NAKAMURA;
ARAKI; TOMA, 2010; MOCELLINI, 2011), além de apresentarem estabilidade razoavel por
um periodo longo de tempo (CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002). Segundo Galli (2009), a
formacdo de SAM de tidis sobre superficie metalica constitui um método de obtencdo de uma
superficie com alto grau de ordenacgdo controlada quimicamente.

Foram testadas duas formas diferentes de SAM segundo Velanki e Ji (2006), com
adaptacdes: SAM utilizando 0,1 M EDC/0,1 M NHS (1:1 v/v) e SAM utilizando 1 mM EDC/1
mM NHS (4:1 v/v). A funcionalizacdo foi realizada em ambiente de laboratério com luz,
climatizado a 20 °C.

a) SAM utilizando 0,1 M EDC/0,1 M NHS (1:1 v/v)

Esta funcionalizacao foi realizada em quatro etapas descritas a seguir:
- Etapa 1: lavagem do cantilever com alcool isopropilico por 2 min em placa de petri para
eliminar quaisquer sujidades presentes. Secagem durante 45 min.
- Etapa 2: imerséo em AMHD (2 mM), aproximadamente 2 mL, em contato overnight (16 h).
Lavagem com agua milli-Q por 2 min e secagem por 45 min.
- Etapa 3: adi¢édo da solucédo de 0,1 M EDC/0,1 M NHS (1:1 v/v). Esta solucdo foi preparada no
momento da funcionalizagdo, onde 150 pL de EDC e 150 pL de NHS foram misturados em uma
placa de petri e o cantilever permaneceu em contato por 6 h, seguido de lavagem com agua milli-
Q por 2 min e secagem por 45 min.
- Etapa 4: adigdo da solucdo com extrato da enzima tirosinase em tampdo fosfato de sodio 0,1

mol.L™* pH 6,5 (1:5 v/v), em um placa de petri. Foi adicionado 1,3 mL do extrato enzimético,
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onde o cantilever permaneceu em contato overnight (16 h). Em seguida foi feita a lavagem do
mesmo em tampdo fosfato de sodio 0,1 mol.L™* pH 6,5 e secagem por aproximadamente 24 h. O
nanobiossensor funcionalizado foi armazenamento a seco em placa de petri, sob refrigeracédo (4

°C), para a realizacdo das analises com a atrazina.

b) SAM utilizando 1 mM EDC/1 mM NHS (4:1 v/v)

Esta funcionalizacao foi realizada em quatro etapas descritas a seguir:
- Etapa 1: lavagem do cantilever com alcool isopropilico por 2 min em placa de petri para
eliminar quaisquer sujidades presentes. Secagem durante 15 min.
- Etapa 2: imersdo em AMHD (2 mM), aproximadamente 2 mL, em contato overnight (16 h).
Lavagem com agua milli-Q por 2 min e secagem por 15 min.
- Etapa 3: adigéo da solugédo de 1 mM EDC/1 mM NHS (4:1 v/v). Esta solucéo foi preparada no
momento da funcionalizacdo, onde 200 pL de EDC e 50 uL de NHS foram misturados em uma
placa de petri e o cantilever permaneceu em contato por 10 min, seguido de lavagem com &agua
milli-Q por 2 min e secagem por 15 min.
- Etapa 4: adicdo da solugdo com extrato da enzima tirosinase em tampéo fosfato de sodio 0,1
mol.L™" pH 6,5 (1:5 v/v), em um placa de petri. Foi adicionado 1,3 mL do extrato enzimético,
onde o cantilever permaneceu em contato por 10 min (Fig. 11). Em seguida foi feita a lavagem do
mesmo em tampdo fosfato de sédio 0,1 mol.L™ pH 6,5 e secagem por aproximadamente 24 h. O
nanobiossensor funcionalizado foi armazenamento a seco em placa de petri, sob refrigeracédo (4

°C), para a realizacdo das analises com a atrazina.
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Figura 11 - Etapa de funcionalizacdo pela técnica de SAM utilizando 1 mM EDC/1 mM NHS

(4:1 v/v), onde o cantilever permanece em contato com o extrato enzimético de tirosinase

Fonte: O autor

4.2.4 Medida de deflexdo do nanobiossensor de cantilever

Para as medidas de deflexdo do nanobiossensor foi utilizado um AFM da Nanosurf
(C3000 Controller) em modo contato, estatico, em meio liquido, onde o laser refletido da
superficie do cantilever atinge uma posicao sensivel do fotodetector, onde a distancia percorrida é
proporcional a deflexdo da haste (HERRMANN et al., 2006). O cantilever foi inserido junto ao
scanner do equipamento, onde o laser foi posicionado na extremidade final da haste do cantilever
e na posicao central do fotodetector, verificando sua intensidade. A deflexdo do cantilever foi
monitorada por 1,5 h por meio da criacdo de uma imagem com &rea de 0 um? e velocidade de
varredura de 1 s/linha, para posterior analise das diferencas de voltagem.

A deflexdo foi medida em voltagem, com resolucéo em volts (V) proveniente do sinal do
fotodetector. O perfil da curva de deflexdo (V) x tempo (min) foi gerado com o software
Gwyddion (Versdo 2.47) e exportado para o software Excel (Versdo 2010) para obtencdo dos

resultados.
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4.2.5 Avaliacdo da resposta do nanobiossensor de cantilever na detec¢éo de atrazina em agua

Para as andlises do herbicida atrazina utilizou-se um padrdo de atrazina de 99,5% de
pureza da marca Dr. Ehrenstorfer GmbH. Em balanga analitica (contendo 5 casas decimais apés a
virgula) foi pesado 0,0015g de atrazina e preparada uma solucdo de 1500 pg/L, diluindo a
quantidade de herbicida em 1 L de agua milli-Q. A partir desta, foi preparada a solucdo de 150
pg/L, com 10 mL da solucdo anterior, diluida em 100 mL de agua milli-Q. Assim, a partir da
solugcdo de 150 pg/L, foram realizadas as diferentes diluigbes que foram testadas com o
nanobiossensor: 0,75 pg/L, 6,0 pg/L, 22,0 pg/L e 100 pg/L.

A resposta do nanobiossensor foi avaliada com agua milli-Q e com diferentes solugdes de
atrazina em ordem crescente de concentracdo (0,75 pg/L, 6,0 pg/L e 22 pg/L e 100 pg/L). Cada
amostra, 0,5 mL de cada solugdo, foi colocada sobre uma placa de ago inoxidavel no AFM,
formando uma gota onde permanecia em contato com o cantilever para as medidas de voltagem
(Fig. 12).

Figura 12 - Solucédo de atrazina em contato com o cantilever no equipamento de microscopia de

forca atdmica (AFM) para medida de voltagem

Fonte: O autor

As analises foram realizadas em temperatura constante de 25,5 °C + 0,5 através de um
sistema de resfriamento no AFM. O sistema de resfriamento do AFM foi montado tendo por base
uma pastilha Peltier com dimensées 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. Em ambas as faces
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foram acoplados dissipadores de calor aletados. Para minimizagdo de ruidos 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. A face resfriada e seu dissipador ficaram na
parte interna da caixa enquanto que a face aquecida e seu dissipador ficaram na parte externa. O
dispositivo foi montado na parte superior da caixa em uma abertura feita 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 tensdo a que o sistema ficou submetido era em torno de 5,5 V CC, o0 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
(Fig. 13).

Figura 13 - Sistema de resfriamento do equipamento de microscopia de forca atdmica

desenvolvido para controle de temperatura e minimizacao de ruidos

Fonte: O autor

Para avaliar a resposta de interacdo do nanobiossensor com a atrazina, foi utilizado um
cantilever apenas de silicio, modelo CONTR (Nano World), de constante de mola 0,2 N/m e
frequéncia de ressonancia de 13 kHz, sem funcionalizar (branco) na presenca da solucéo de 6,0
ug/L de atrazina, e um cantilever funcionalizado, de silicio, revestido com ouro em somente um
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dos lados, modelo ContGD-G (BudgetSensors®), com frequéncia de ressonancia de 13 kHz e
constante de mola de 0,2 N/m para agua milli-Q e diferentes concentracfes de atrazina (0,75
ug/L, 6,0 pg/L, 22,0 pg/L e 100 pg/L) que foram preparadas de acordo com o limite maximo
permitido para atrazina em agua potavel (2 pug/L).

O cantilever branco ndo possuia ouro, pois este poderia vir a apresentar alguma resposta

por fazer parte da interacdo da camada sensora quando da funcionalizagéo.

4.2.6 Caracterizagdo de superficie do nanobiossensor de cantilever
4.2.6.1 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A varredura de uma superficie para formacéo de imagens é realizada localmente e fornece
informac@es sobre a topografia desenvolvida no experimento, indicando altura, profundidade e
rugosidade em escala nanométrica (STEFFENS et al., 2014). Dessa forma, as analises
topogréficas e a rugosidade foram utilizadas para caracterizar as etapas de funcionalizacdo do
nanobiossensor de cantilever. Estas andlises foram realizadas em um microscopio de forca
atdbmica (EasyScan 2 FlexAFM System, Nanosurf), na Embrapa Instrumentacdo em Séo
Carlos/SP, 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.

Para a caracterizacdo foram utilizadas placas de silicio e ouro (1 cm x 1cm), idénticos ao
material do cantilever, onde as imagens foram obtidas em uma &rea de 25 pm?, com resolucéo de
512 x 512 pontos e velocidade de varredura de 0,8 a 0,9s/linha. Todas as imagens foram obtidas
em modo dindmico e a varredura realizada em modo tapping. O desvio médio quadratico da
altura da rugosidade (Rms) € uma funcdo da média do desvio dos picos e vales no perfil da
superficie do material (LEITE et al., 2005) e foi calculada usando o software Gwyddion (Verséo
2.47), em diferentes locais da imagem.

Para analise da espessura da camada sensora, uma parte desta foi removida da placa
contendo todas as camadas de funcionalizacdo por meio de uma agulha com ponta de aco,
fazendo um risco na superficie. Apo6s foi obtida uma imagem topografica em uma area de
400 um?, com resolucdo de 256 x 256 pontos e velocidade de varredura de 1,5s/linha e foi
calculada a diferenca de altura entre a superficie que continha a camada sensora e a camada

removida (permanecendo somente silicio), obtendo o valor da espessura por meio da diferenca de
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altura entre as duas regides, em varios locais da imagem utilizando o software Gwyddion (Verséo
2.47).

4.2.6.2 Espectroscopia de Infravermelho de Reflexdo e Absorc¢do de Modulacéo por Polarizacéo
(PM-IRRAS)

Para andlise da deposi¢do das camadas de funcionalizacdo a técnica de espectroscopia de
infravermelho de reflex&o e absorcdo de modulagéo por polarizagdo (PM-IRRAS) foi utilizada.

A técnica de IRRAS permite avaliar a composi¢cdo quimica e a orientacdo das moléculas
na interface ar-agua. Tem a vantagem da luz perpendicularmente polarizada ser
preferencialmente absorvida na reflexdo, enquanto que a luz paralelamente polarizada ndo é
absorvida. Em contrapartida, a absorcdo em meios isotropicos € independente da polarizacéo,
portanto qualquer diferenca entre os sinais da luz paralela e da perpendicularmente polarizada
pode ser atribuida a absorcdo especifica da superficie. A modulacdo por polarizacdo (PM) pode
ser usada em conjunto com a espectroscopia de infravermelho, onde a luz incidente é
continuamente modulada entre a luz paralelamente e luz perpendicularmente polarizadas a altas
frequéncias. Isso permite a medida simultinea de modo eficiente do espectro das duas
polarizacBes. A diferenca fornece a informacdo especifica de superficie e a soma fornece o
espectro de referéncia (BLAUDEZ et al., 1996; DICKO; BOURQUE; PEZOLET, 1998).

As anélises foram realizadas no Instituto de Fisica da USP, S&o Carlos/SP, utilizando o
ouro como substrato em um espectrofotdmetro KSV, modelo PMI 550 (KSV Instruments,

Finlandia), com resolucdo espectral de 8 cm™ e angulo de incidéncia de 81°.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabilidade enzimatica

Os resultados obtidos para a estabilidade do extrato bruto de tirosinase, com e sem agente

protetor em pH 6,5 durante 30 dias estao apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Estabilidade do extrato bruto de tirosinase obtido de banana nanica (Musa acuminata)

em diferentes condicdes de extracao

300

g
= 200 -
= _ _
= [ | |
@ + pH 6,5 com PVP
£ ; $
)
E pH 6,5 sem PVP
= 100 - s
=
-

0 T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo de armazenamento (dias)

Fonte: O autor

A extracdo realizada com PVP foi a que apresentou menor variagdo durante o
armazenamento, com 99,2% de atividade ao final dos 30 dias. A extracdo realizada sem PVP
obteve boa atividade ao fim do tempo avaliado (148,9%), porém com uma maior variagao,
quando comparado a condi¢cdo com PVP (Fig. 14).

Quando verificada a estabilidade, a condicdo de extracdo sem PVP mostrou uma maior
variacdo de atividade no decorrer dos dias quando comparado com a extracdo realizada com PVP.
Para aplicacdo em biossensores é interessante que a atividade enzimatica se mantenha estavel

(com menor oscilacdo) permitindo o adequado funcionamento.
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Foi possivel observar que o agente protetor polivinilpirrolidona (PVP) utilizado pode ter
causado uma maior estabilidade do extrato bruto enzimético durante o tempo avaliado, pois de
acordo com a literatura, uma melhora na estabilidade da atividade enzimatica € observada quando
a extracdo é realizada na presenca de agentes protetores (FATIBELLO-FILHO, VIEIRA, 2002).
Sabe-se que o decréscimo da atividade enzimética em extratos brutos pode ser provocado pela
reacdo da enzima com seus substratos naturais presente no tecido vegetal e até mesmo pela
oxidacdo promovida pelo oxigénio do ar, e para minimizar estes efeitos, bem como para a
remocdo dos compostos fendlicos naturais presentes nos extratos (FATIBELLO-FILHO;
VIEIRA, 2002; PERONE et al., 2005).

A extracdo com PVP foi a escolhida para dar prosseguimento nos estudos pela grande
estabilidade observada na condicdo estudada, apresentando potencial para ser aplicada como
agente biologico na camada sensora do nanobiossensor de cantilever.

Perone et al. (2008) avaliaram a estabilidade da tirosinase obtida da casca de banana
nanica (Musa acuminata) em pH 6,5 na presenca de agente protetor, e ao final de 30 dias
avaliados, obtiveram aproximadamente 93,6% de atividade enzimatica, corroborando com o
percentual obtido neste trabalho com polpa de banana nanica (Musa acuminata) em pH 6,5 com
PVP (99,2%).

De acordo com Lupetti et al. (2003), a atividade enzimatica de tirosinase encontrada
através do extrato bruto de abacate (tamp#o fosfato de sédio 0,1 mol.L™ em pH 7,0 e agente
protetor) foi de 553 U/mL, enquanto que a obtida neste estudo, no dia da extracdo, foi de 3300
U/mL (pH 6,5) na presenca do agente protetor. Isso pode justificar o que Vamos-Vigyazo (1981)
afirmou que a atividade enzimatica da tirosinase obtida de diferentes tecidos vegetais pode variar
de acordo com a espécie, cultivar e maturagéo.

A Figura 15 apresenta a atividade enzimatica do extrato bruto e do extrato diluido (em
tampéo fosfato de sédio 0,1 mol.L™") de tirosinase de banana nanica (Musa acuminata) ambos
obtidos em pH 6,5, na presenca de agente protetor (PVP) a 20 °C.

Comparando-se a atividade enzimatica do extrato bruto de tirosinase com o0 extrato
diluido em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol.L™ pH 6,5 na concentracdo (1:5, v/v), observou-se
que a atividade enzimética encontrada no dia da extracdo para o extrato bruto foi de 3300 U/mL
enguanto que a atividade enzimatica obtida para o extrato diluido no mesmo dia foi de 16662

U/mL. Como se trata de um extrato bruto pode haver mais substancias presentes do que apenas a
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enzima tirosinase, por isso um teste de diluicdo foi realizado, onde a atividade enzimatica
encontrada foi muito melhor da forma diluida do que na forma bruta, de acordo com a Figura 15.

Avaliando a atividade enzimatica para ambos os extratos no decorrer de 30 dias (Fig. 15),
verificou-se que a estabilidade foi mantida com uma reducéo de 0,8% e 18,4% para 0 extrato
bruto e diluido, respectivamente. Porém o extrato diluido apresentou atividade 4,7 vezes maior
que o extrato bruto.

Figura 15 - Atividade enzimatica do extrato bruto e do extrato diluido de tirosinase obtido de

banana nanica (Musa acuminata) em pH 6,5, com PVP
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Fonte: O autor

Conforme observado, o extrato diluido de tirosinase apresentou Otimos valores de
atividade e estabilidade durante os 30 dias avaliados, porém, a fim de analisar mais a fundo a
estabilidade e obter resultados satisfatorios na resposta do nanobiossensor de cantilever, avaliou-
se a estabilidade do extrato diluido de tirosinase por um periodo de tempo maior. A Figura 16
apresenta a estabilidade do extrato diluido de tirosinase obtida de banana nanica (Musa
acuminata) em pH 6,5 com PVP durante 150 dias.

Analisando a Figura 16, a atividade enzimatica se manteve estavel durante os 150 dias de

armazenamento, conferindo uma boa estabilidade enziméatica. Em 90 dias apo6s a extragdo, a
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atividade enzimaética obtida era praticamente a mesma do dia em que foi extraida (16229 U/mL) e
com 150 dias, 12712 U/mL, o que corresponde a aproximadamente 80% de atividade enzimatica.
Como pode ser observado, também ndo ocorreram grandes oscilacdes de atividade enzimatica no
decorrer do armazenamento, justificando que os resultados obtidos tanto de estabilidade (Fig. 16)
como o0s de atividade enzimatica (Fig. 15) sdo satisfatérios para a utilizacdo deste extrato
enzimético vegetal na confecgdo do nanobiossensor de cantilever, pois a elevada atividade da
enzima e sua estabilidade sdo de extrema importancia para a utilizacdo em biossensores,
garantindo seu adequado desempenho e resposta (LAGARDE; JAFFREZIC-RENAULT, 2011).

Figura 16 - Estabilidade do extrato diluido de tirosinase obtido de banana nanica (Musa

acuminata) em pH 6,5, com PVP
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Fonte: O autor
5.2 Potencial zeta

Na construgdo de biossensores enzimaticos a alta atividade e a estabilidade da enzima séo
fundamentais, por isso é necessario conhecer as propriedades do extrato enzimatico de tirosinase,
a fim de tornar efetiva a construgéo do biossensor.

Os resultados obtidos para a medida do potencial zeta, referente ao extrato enzimatico de
tirosinase de banana nanica (Musa acuminata) estdo demonstrados na Figura 17. E possivel
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observar que quanto mais neutro o pH, mais cargas negativas a enzima apresenta, e quanto mais
acido o pH, menos cargas negativas para a enzima.

Figura 17 - Influéncia do pH na medida do potencial zeta para o extrato bruto de tirosinase obtida
de banana nanica (Musa acuminata)
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Fonte: O autor

Os valores de potencial zeta encontrados para o extrato bruto enzimatico de tirosinase
estdo de acordo com Min et al. (2012), onde estudaram o comportamento da tirosinase, obtida de
cogumelo, e observaram que houve um aumento das cargas negativas com o aumento do pH, ou
seja, quanto mais proximo da neutralidade, maior a quantidade de cargas negativas presentes na
enzima.

De acordo com a literatura, atraves das medidas de potencial zeta é possivel conhecer as
propriedades eletrostaticas da enzima e saber se a imobilizacdo sera efetiva nas etapas de
construcéo de dispositivos para analise de componentes (MIN et al., 2012).

Além disso, uma das caracteristicas importantes da enzima € o seu ponto isoelétrico, ou
seja, o valor de pH ao qual uma molécula apresenta carga elétrica global igual a zero, e onde
existe um equilibrio entre as cargas negativas e positivas presentes na enzima. Alterando o pH, €
possivel tornar a molécula mais positiva ou mais negativa. No entanto, é necessario ter em conta

que valores extremos de pH podem alterar ou até mesmo, suprimir a atividade da molécula
(OLIVEIRA, 2008).
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Pela Figura 17 observa-se que o ponto isoelétrico da tirosinase extraida de banana nanica
(Musa acuminata) ficou em torno de 2,0, ao passo que 0 ponto isoelétrico da enzima comercial,
obtida de cogumelo, gira em torno de 4,7 a 5,0 (ROBB; GUTTERIDGE, 1981), ou seja, este

valor pode sofrer modificacdes de acordo com a matéria-prima utilizada na extracéo.

5.3 Avaliacdo da resposta do nanobiossensor de cantilever na deteccédo de atrazina em

agua

Para melhor compreensdo deste trabalho, a Figura 18 apresenta um esquema da

funcionalizacdo do cantilever com a técnica de SAM para a detec¢do de atrazina em agua.

Figura 18 - Esquema da funcionalizacdo do cantilever para deteccdo de atrazina em agua
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A eficiéncia de um nanobiossensor de cantilever depende da adequada imobiliza¢do do
agente bioldgico no suporte, a fim da obtencdo de respostas adequadas. Para isso a técnica de
SAM permite interacdes entre moléculas e superficies, modificando suas propriedades fisicas e
quimicas (MOCELLINI, 2011).

Na funcionalizacdo do nanobiossensor de cantilever utilizou-se ouro na superficie de
silicio, AMHD, EDC/NHS e extrato bruto de tirosinase (com 15962 U/mL), onde a utilizacdo de
tidis € importante pois estes adsorvem espontaneamente em diversos metais. O ouro é 0 mais
utilizado, pois forma monocamadas estaveis e é facil de ser obtido (MENDES, 2014).

Quando o alcanotiol possui um grupo funcional, por exemplo, grupos &cidos carboxilicos
ou aminas, o0 acoplamento peptidico da biomolécula pode ocorrer pela SAM (SHAN et al., 2010).
As monocamadas automontadas de cadeias longas de alcanotiol em ouro tém sido mostradas
estaveis em ar, dgua e solventes organicos a temperatura ambiente (TAN; TIEN; CHEN, 2002).

No entanto, a eficacia da reacdo quimica envolve a ativacdo de uma amina ou moléculas
de acidos carboxilicos na SAM através da utilizacdo de agentes de acoplamento, tal como o
glutaraldeido e os  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida/N-hidroxi-succinimida
(EDC/NHS) (SHAN et al., 2010; ALMEIDA, 2010).

De acordo com Gooding e Hibbert (1999), alcanotiois de cadeia longa produzem SAM
mais ordenadas do que aqueles com cadeias mais curtas, aumentando a estabilidade.

Hleli et al. (2006), no desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico na anélise de
atrazina, optaram pela utilizacdo de uma monocamada composta de AMHD, assim permitindo a
imobilizacdo em superficies de ouro com um grupo carboxilico terminal hidrofilico, garantindo a
estabilidade final da camada de SAM atraves da interacdo hidrofobica entre cadeias longas do
AMHD, o que justifica a escolha do tipo de tiol utilizado neste trabalho.

O grupo carboxilico presente no tiol reage com o EDC, formando o intermediario instavel
O-acilisoureia, porém, em solucdo aquosa, o intermediario instavel € suscetivel a hidrolise, oque
resultaria na regeneracdo do grupo carboxilico. Entdo se adiciona NHS para aumentar a eficiéncia
da ligacdo, onde este reage com o composto intermediario formando um novo intermediario
agora um pouco mais estavel. Este novo intermediario, por sua vez, 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 ligacdo amida (JANEGITZ et al., 2011; BRAZACA, 2015; PEPINO, 2016).
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Os resultados experimentais do nanobiossensor de cantilever na presenca de atrazina com
a técnica de SAM foram obtidos por meio da tensdo superficial obtida utilizando a técnica de

AFM no modo estatico, onde se obteve os dados de voltagem em funcéo do tempo.

a) SAM utilizando 0,1 M EDC/0,1 M NHS (1:1 v/v)

A Figura 19 apresenta a resposta do nanobiossensor de cantilever na presenca de atrazina
em funcéo do tempo pela técnica de SAM utilizando 0,1 M EDC/0,1 M NHS (1:1 v/v).

Figura 19 - Resposta do nanobiossensor de cantilever obtida pela técnica de SAM utilizando 0,1
M EDC/0,1 M NHS (1:1 v/v)
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Fonte: O autor

E possivel observar que os resultados encontrados em voltagem (V) para as solugdes de
atrazina foram muito préximos aos da agua e do cantilever branco (ndo funcionalizado). Apesar
da temperatura ter sido mantida constante (25,5 °C £ 0,5) e do controle de ruidos, ndo foram
obtidas respostas lineares e precisas, ndo sendo possivel obter resultados conclusivos na deteccao
do herbicida atrazina com este modo de funcionalizag&o. Isso pode ter ocorrido devido ha uma
funcionalizacdo ndo eficiente da enzima no cantilever, onde ela pode ter sido lixiviada. Isso

também pode ter ocorrido devido a utilizacdo de concentra¢fes ndo adequadas dos agentes
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reticulantes EDC/NHS, onde a enzima ndo foi adequadamente imobilizada. Assim, uma nova
funcionalizacdo com a técnica SAM foi testada, utilizando diferentes proporcGes entre
EDC/NHS.

b) SAM utilizando 1 mM EDC/1 mM NHS (4:1 v/v)

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos do nanobiossensor de cantilever na presenca
de atrazina em funcdo do tempo com a técnica de SAM utilizando 1 mM EDC/1 mM NHS (4:1
vIv). E possivel verificar que houve diferencas na voltagem (V) do cantilever com este tipo de
funcionalizacdo em relacdo as diferentes concentracdes de atrazina (0,75 pg/L; 6 pg/L; 22 pg/L e

100 pg/L), como também em relagdo a agua e ao branco (cantilever ndo funcionalizado).

Figura 20 - Resposta do nanobiossensor de cantilever obtida pela técnica de SAM utilizando 1
mM EDC/1 mM NHS (4:1 v/v)

1

0,5 -
" W*L"’“"’T"""“'”"’r
S m —Branco
z 0 ol *‘M —Agua
S 1 —0,75 ng/L
= 21
S —6 pg/L
-1,5 - I ' 22 ug/
100 ng/L
2 |
_2:5 T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (min)
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Observa-se uma tendéncia no aumento da tensdo de compressdo de superficie (tensdo
superficial negativa) com o aumento da concentragdo de atrazina. Guang-Ping et al. (2017),
utilizando sensores de cantileveres na deteccdo de Hg?* em solugdo aquosa mostraram que 0s

mesmos dobravam na mesma dire¢do, com aumento da inclinagdo da curva de deflexdo com o
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aumento da concentragdo (1 ng/mL a 200 ng/mL), corroborando com os resultados encontrados
neste trabalho. Essa diferenca de tensdo de compressdo com as diferentes concentracdes de
atrazina é decorrente da interacdo da enzima tirosinase imobilizada no cantilever com o
herbicida, conforme demonstrado na Figura 20. Segundo Karnati et al. (2007), na adsorcdo de
analitos no lado da superficie recoberta com ouro ocorre uma tenséo de compresséo, resultante de
uma repulsdo ou expansdo de moléculas. De acordo com a Figura 20 foi possivel observar
também que quanto maior a interacdo do herbicida (maior concentracdo) com o nanobiossensor
de cantilever, maior a amplitude de voltagem observada.

Alteragbes na tensdo superficial s@o resultantes da adsor¢do ou das interacdes
eletrostaticas entre moléculas sobre a superficie do cantilever, bem como alteracdes na
hidrofobicidade de superficie e mudancas conformacionais nas moléculas adsorvidas
(MARGARIDO, 2016). Assim, quando ha moléculas que interagem com a superficie
funcionalizada do cantilever, uma tensdo superficial pode ser induzida. A diferenca de tenséo
superficial da parte funcionalizada induzida em relagdo a superficie passiva do cantilever resulta
numa deflexdo mecénica mensuravel (modo estatico) (GODIN et al., 2004).

Segundo Sang et al. (2014), a tensdo superficial surge a partir da ligacdo quimica entre
atomos na superficie que sofrem algum processo micro estrutural dindmico, resultando em uma
mudancga na densidade. Do mesmo modo, uma camada ativa ligada de forma rigida a uma
superficie criaria uma tensdo de tracdo ou de compressdo quando se contrai ou se expande,
respectivamente (GODIN et al., 2004). Do exposto, observando a Figura 20 é possivel observar
que a tensdo de superficie gerada pelo cantilever funcionalizado na presenca de atrazina € uma
tensdo de compressdo de superficie (tensdo superficial negativa).

Kim et al. (2008), referem que o tipo de inibicdo da enzima tirosinase na presenca de
algum inibidor é do tipo reversivel competitiva, onde o inibidor, na presenca de substrato
compete pelo sitio ativo da enzima (MARQUES; YAMANAKA, 2008). A ligacéo do inibidor a
enzima pode ocasionar uma alteracdo conformacional na estrutura da mesma. Desta forma, a
mudanca de tensdo superficial do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com tirosinase
pode ser devido a uma alteracdo conformacional na estrutura da enzima em resposta a adsorc¢ao
de atrazina, porem ndo havendo a presenca do substrato na amostra avaliada. Esse mesmo

mecanismo foi descrito por Buchapudi et al. (2012), ao modificarem um cantilever de ouro com
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acido 11-mercaptoundecanoico, EDC/NHS e proteina de ligagdo a acetilcolina (AChBP) como
camada sensora para deteccdo do neurotransmissor acetilcolina.

Conforme a Figura 20, no tempo de 80 min, quando ha uma estabilizacdo da resposta, na
maior concentracdo de atrazina testada (100 pg/L), o sinal de voltagem obtido é duas vezes maior
que o sinal da agua no mesmo tempo (- 1,62 V e - 0,81 V para atrazina e agua, respectivamente).
Este sinal de voltagem é ainda maior quando comparado ao cantilever branco (- 0,05 V),
comprovando que a resposta do nanobiossensor do cantilever é decorrente da interacdo da enzima
funcionalizada na superficie do sensor com o herbicida.

Segundo a Resolucdo n°® 357 do CONAMA (BRASIL, 2005) 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
(BRASIL, 2000; BRASIL, 2011), a maxima concentracdo de atrazina permitida em aguas doces é
de 2 ug/L e, conforme a Figura 20, é possivel observar que o nanobiossensor de cantilever foi
capaz de identificar concentracfes maiores e menores que a permitida nas legislacoes.

Ha trabalhos na literatura que utilizam biossensores eletroquimicos (YU et al., 2010;
GUAN et al., 2016), condutométricos (ANH et al., 2004; ANH et al., 2006) e amperométricos
(BESOMBES et al., 1995; KIM et al., 2008; TORTOLINI et al.; 2016) na determinacdo de
atrazina, baseados na inibicdo da tirosinase. A porcentagem de inibicdo € obtida através da reacédo
da enzima com o substrato antes e apds adi¢cdo do pesticida em volumes e concentragdes
conhecidas (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

O principio de funcionamento dos nanobiossensores de cantilever, diferentemente dos
biossensores descritos acima, baseia-se na adsor¢do de analitos sobre a superficie funcionalizada,
ocasionando uma deflex&o do cantilever (WANG et al., 2007; JOHNSON; MUTHARASAN,
2012). Além disso, neste tipo de detecgdo ndo ha a presenca do substrato da enzima no momento
da interacdo com o herbicida.

Esta técnica de desenvolvimento de um nanobiossensor mecanico dptico é um método
inovador, ndo encontrado ainda na literatura, onde foi possivel detectar a presenga de atrazina
através de um extrato bruto vegetal de tirosinase de baixo custo, diferentemente dos trabalhos

publicados, onde se é usada a enzima comercial.
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5.4 Caracterizacdo de superficie do nanobiossensor de cantilever

De acordo com os resultados obtidos com os dois modos de funcionalizacdo, foram
observados melhores resultados com a técnica que utilizou SAM contendo 1 mM EDC/1 mM
NHS (4:1 v/v), assim foram realizadas as técnicas de caracterizacdo de superficie somente para
este tipo de funcionalizacéo.

Segundo Bendo (2010), as monocamadas de SAM podem ser caracterizadas por diversos
métodos, entre eles encontra-se a técnica de microscopia de forca atdmica (AFM) e
espectroscopia de absorcgéo e reflex&o de infravermelho modulado por polarizagdo (PM-IRRAS),

por isso essas duas técnicas foram realizadas.

5.4.1 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A Figura 21 apresenta as imagens topograficas obtidas nas diferentes etapas de
funcionalizagdo da superficie do cantilever com a técnica de SAM, enquanto que a Tabela 3
apresenta os valores de desvio médio quadréatico de rugosidade obtido na funcionalizacao.

Observando a Figura 21, ha diferencas na topografia de cada etapa de funcionalizacéo.
Analisando o substrato de silicio (Fig. 21 a), observa-se uma superficie com dominios dispersos,
enguanto que a camada contendo ouro apresenta uma superficie mais lisa (Fig. 21 b). Na
superficie funcionalizada com AMHD e EDC/NHS (Fig. 21 ¢ e d) verifica-se um formato de
agrupamentos em coluna, o que também foi observado por Mukherjee et al. (2010). No entanto, a
ultima camada da funcionalizacdo pela técnica de SAM (com a adi¢cdo do extrato enzimatico de
tirosinase), apresenta uma morfologia com contornos maiores e mais definidos.

Por meio da medida de rugosidade (Tab. 3) verifica-se um decréscimo no Rms na
superficie com a adicdo do ouro (2,14 nm). A diminuicdo da rugosidade nesta etapa pode ser
explicada pelo fato do ouro se depositar nos vales existentes na superficie de silicio, preenchendo
0s espacos vazios. O valor da rugosidade obtido com a adi¢do do ouro pela técnica de SAM esta
de acordo com o trabalho de Yu-Cheng et al. (2008), onde relatam uma rugosidade média de 1 a

2 nm na superficie de ouro.
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Figura 21 - Caracterizacdo de superficie por anélise topogréfica obtida por meio de AFM em cada
etapa de funcionalizagdo (a) Silicio; (b) Silicio + Ouro; (c) Silicio + Ouro + AMHD; (d) Silicio +
Ouro + AMHD + EDC/NHS; (e) Silicio + Ouro + AMHD + EDC/NHS + Tirosinase
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Tabela 3 - Valores de desvio médio quadréatico de rugosidade obtido por meio de AFM para cada
etapa de funcionalizacéo

Etapa Rms (nm)
Silicio 3,61+0,52
Silicio + Ouro 2,14+ 0,20
Silicio + Ouro + AMHD 6,35 + 0,04
Silicio + Ouro + AMHD + EDC/NHS 27,02 +0,82
Silicio + Ouro + AMHD + EDC/NHS + Tirosinase 12,39 +£ 0,59

Rms: desvio médio quadréatico da altura
Fonte: O autor

Nas duas etapas seguintes, na adicdo do AMHD e dos agentes reticulantes EDC/NHS, ha
um aumento de Rms: 6,35 e 27,02 nm, respectivamente. Nestas etapas, a presenga de AMHD,
eleva a rugosidade indicando que ocorreu a deposicao de tiol sobre a superficie. Comportamentos
semelhantes de rugosidade do AMHD e EDC/NHS também foram observados no estudo de Kim
et al. (2015), onde foi desenvolvido um biossensor de cantilever funcionalizado com a técnica de
SAM. As imagens de AFM mostraram um aumento da rugosidade da superficie devido as
mudancas nos grupos funcionais e a adicdo da camada por 11-MUA (&cido 11-
mecaptoumdecanoico), bem como na presenca dos mesmos agentes reticulantes.

No final da funcionalizacdo, com a etapa de adi¢do do extrato de enzima tirosinase, foi
possivel observar uma reducdo na rugosidade, com Rms de 12,39 nm, o que pode ser devido ao
preenchimento dos vales da superficie do cantilever. Alonso et al. (2016) também observaram a
reducdo dos valores de rugosidade (Rms), realizando a deposicdo da enzima glicose oxidase
(GOX) sobre uma superficie de platina por meio da técnica de SAM.

A medida da espessura entre a camada sensora e a superficie removida, ou seja, nédo
funcionalizada (contendo somente silicio), apresentou um valor médio de 80,2 + 0,4 nm. Desta
forma, pode-se afirmar que o nanobiossensor de cantilever desenvolvido neste trabalho apresenta
a camada sensora na escala manomeétrica (até 100 nm). Assim, a camada sensora desenvolvida é
favoravel para a construgdo de dispositivos de sensoriamento devido a grande area superficial,

aumentando sua sensibilidade.
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5.4.2 Espectroscopia de Infravermelho de Reflexdo e Absorcdo de Modulagéo por Polarizagdo
(PM-IRRAS)

O processo de imobilizagdo da enzima tirosinase sobre a superficie de AMHD foi feito
com o auxilio dos agentes reticulantes EDC/NHS, favorecendo a reacdo dos grupos carboxilicos
do AMHD com os grupos amina da enzima, formando ligacbes amida estaveis. A
funcionalizacdo por meio do método de SAM também foi investigada com a técnica de PM-

IRRAS como mostra a Figura 22.

Figura 22 - Caracterizacdo da funcionalizacdo do cantilever pela técnica de PM-IRRAS
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Observando a Figura 22, nota-se 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 II). Estes resultados indicam a eficiéncia da funcionalizagdo do cantilever,
indicando que a enzima foi imobilizada na superficie contendo AMHD.

Bandas semelhantes foram encontradas no trabalho de Schmidt et al. (2008), onde a
indicacdo da enzima peroxidase foi vista nas bandas 1663 cm™ e 1554 cm™, correspondente a
amida | e amida Il respectivamente. Kreider et al. (2014), também confirmaram a presenca da

enzima peroxidase nas bandas de 1659 cm™ para amida | e em 1548 cm™ para amida II.
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No desenvolvimento de um biossensor utilizando a técnica de SAM para imobilizar
enzimas oxidases, a técnica de PM-IRRAS caracterizou a superficie obtendo resultados na banda
de 1653 cm™ para amida I e 1558 cm™ para amida Il (ALONSO et al., 2016).

Por meio de técnicas de andlise de caracterizacdo de superficie com AFM e PM-IRRAS,
foi possivel verificar que a funcionalizagdo ocorreu de forma eficaz devido as diferengas
apresentadas em cada etapa e também devido aos resultados de diferenca de voltagem do
cantilever na presenca das concentracbes de atrazina, havendo assim, a interacdo entre o

herbicida e a enzima tirosinase.
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6 CONCLUSAO

A enzima tirosinase obtida por uma técnica de baixo custo, por meio de um extrato bruto
vegetal de banana nanica (Musa acuminata) mostrou-se adequada para o0 uso no desenvolvimento
do nanobiossensor de cantilever para deteccdo de atrazina em &gua, devido sua alta atividade
enzimética (16229 U/mL) bem como estabilidade adequada durante o tempo de armazenamento
avaliado (150 dias). A estabilidade enzimatica que demonstrou melhores resultados foi a obtida
com a utilizacdo de PVP em pH 6,5.

O nanobiossensor de cantilever desenvolvido com a técnica de SAM utilizando 1 mM
EDC/1 mM NHS (4:1 v/v) foi o que apresentou resultados na detec¢do de atrazina em &gua, pois
foi possivel observar as diferencas de voltagem do cantilever nas concentracbes de atrazina
guando comparadas a voltagem do cantilver funcionalizado na agua e também do cantilever
branco (né&o funcionalizado), o que resulta da interagdo do herbicida com a enzima tirosinase.

Por meio das técnicas de caracterizacdo de superficie (AFM e PM-IRRAS) foi possivel
confirmar a eficiente funcionalizacdo do cantilever atraves das proporc¢des adequadas dos agentes
reticulantes utilizados juntamente com o AMHD. Isso foi possivel observar devido as mudancas
de rugosidade nas etapas de funcionalizagéo e pelos espectros de PM-IRRAS dos grupos amida |
e amida Il que sdo caracteristicos da enzima tirosinase. Com a medida da espessura da camada
sensora foi possivel verificar que a mesma encontra-se na escala manométrica (80,2 + 0,4 nm).

As concentracdes de atrazina investigadas mostraram diferencas no aumento da tensdo da
compressdo de superficie obtidas pelo nanobiossensor de cantilever por meio da técnica de AFM,
mostrando ser um nanobiossensor capaz de detectar a presenca do herbicida atrazina em agua,
diferenciando concentracGes acima e abaixo do limite permitido de acordo com as legislacdes

existentes.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos, sugere-se a realizacdo dos seguintes topicos para
trabalhos futuros:

e Calcular a sensitividade, reprodutibilidade; repetibilidade, estabilidade, histerese e limite
de deteccdo do nanobiossensor de cantilever;

e Analisar possiveis herbicidas interferentes na resposta do nanobiossensor de cantilever;

e Analisar possivel presenca de atrazina em aguas de rios e de torneira com o
nanobiossensor de cantilever e realizar analise cromatogréafica para comparacao.

e Analisar possivel presenca de metabdlitos de atrazina em aguas de rios com o

nanobiossensor de cantilever.
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