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RESUMO

O glifosato é o pesticida mais utilizado nas plantacGes agricolas para controle de ervas
daninhas, mas com sua utilizagdo, os corpos d’agua acabam sendo atingidos e a qualidade da
agua pode ficar comprometida. Neste contexto, dispositivos de sensoriamento tém surgido
como uma alternativa aos métodos tradicionais de analise para monitoramento da
contaminacdo nestes ambientes. No presente estudo, foi desenvolvido um biossensor
nanoestruturado baseado em cantilever funcionalizado com peroxidase de fonte vegetal para a
deteccdo do herbicida glifosato em agua. Para isso, foi realizada uma investigacdo sistematica,
desde a definicdo da camada sensora, sua forma de imobilizacdo na superficie do cantilever
até a etapa de reconhecimento do analito, por meio da analise no microscopio de forca
atdbmica. O extrato vegetal de peroxidase foi obtido a partir da abobrinha, em diferentes
condicdes de extragdo (pH 7,0; 6,5 e 6,0 e na auséncia ou presenca de agente protetor), onde 0
extrato enzimético obtido a pH 7,0 na auséncia de agente protetor apresentou a melhor
estabilidade da atividade enzimética sob armazenamento a 4°C durante 70 dias, mantendo-se
com cerca de 80% de atividade residual, sendo esta condicéo aplicada como camada sensora.
A técnica empregada na funcionalizagdo do cantilever foi a de monocamadas automontadas
(SAM), onde a imobilizagdo da peroxidase foi realizada por meio da utilizagdo de agentes de
reticulacdo. A analise de espectroscopia de absorcéo de reflexdo por infravermelho modulada
por polarizacdo (PM-IRRAS) demonstrou a existéncia das bandas amida | e amida II,
caracteristicas da enzima peroxidase, sobre a superficie do cantilever, enquanto que pela
microscopia de forca atdmica (AFM) foi possivel verificar a presenca de aglomerados no
formato de colunas sobre a superficie e as alteracbes de rugosidade entre as etapas de
funcionalizacdo, bem como determinar a espessura total das camadas depositadas sobre o
cantilever (80,48 nm). O biossensor nanoestruturado foi capaz de detectar, na ordem de ppb
(0,01 mg/L), o herbicida glifosato em agua, indicando que a camada sensora foi adequada
para 0 monitoramento deste poluente ambiental e apresentando resposta durante 25 dias de
armazenamento a seco a 4°C. A deteccdo baseou-se nas mudangas de tensdo de superficie
provocadas pela adsorcdo do glifosato na camada sensora, provavelmente ocasionando uma
alteracdo conformacional na estrutura da enzima. Assim, 0 método de detec¢do proposto para
o glifosato se apresenta como uma ferramenta analitica promissora na area ambiental.

Palavras-chave: Dispositivo de biossensoriamento. Abobrinha. Monocamadas automontadas.
Agentes de reticulacdo. Microscépio de forca atdmica.



ABSTRACT

Glyphosate is the most commonly used pesticide in agricultural crops for weed control, but
with its use, water bodies are hit and water quality can be compromised. In this context,
biosensing devices have emerged as an alternative to traditional methods of analysis to
monitor contamination in these environments. In the present study, a nanostructured biosensor
based on cantilever functionalized with vegetable source peroxidase was developed for the
detection of glyphosate herbicide in water. A systematic investigation was carried out, from
the definition of the sensor layer, its immobilization form on the surface of the cantilever,
until the stage of recognition of the analyte through the analysis in the atomic force
microscope. The vegetable extract of peroxidase was obtained from the zucchini under
different extraction conditions (pH 7,0; 6,5 and 6,0 and absence or presence of protective
agent), where the enzymatic extract obtained at pH 7,0 in the absence of protective agent
showed the best stability of the enzymatic activity under storage at 4°C for 70 days, remaining
with about 80% of residual activity, being this condition applied as a sensor layer. The
technique employed in cantilever functionalization was that of self - assembled monolayers
(SAM), and the immobilization of vegetable source peroxidase was carried out through the
use of crosslinking agents. The analysis of polarization-modulated infrared reflection
absorption spectroscopy (PM-IRRAS) demonstrated the presence of the amide | and amide 11
bands, characteristic of the peroxidase enzyme, on the cantilever surface, whereas by atomic
force microscopy (AFM) it was possible to verify the presence of agglomerates in the column
format on the surface and the roughness changes between the functionalization steps, as well
as to determine the total thickness of the layers deposited on the cantilever (80,48 nm). The
cantilever nanobiosensor, functionalized with peroxidase, was able to detect the glyphosate
herbicide in water in the ppb range (0,01 mg/L), indicating that the sensor layer was adequate
for the monitoring of this environmental pollutant and presenting a response during 25 days of
dry storage at 4°C. Detection was based on the surface tension changes caused by adsorption
of glyphosate in the sensor layer, probably leading to a conformational change in the structure
of the enzyme. Thus, the proposed detection method for glyphosate appears as a promising
analytical tool in the environmental area.

Keywords: Biosensing device. Zucchini. Self - assembled monolayers. Crosslinking agents.
Atomic force microscopy.
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1 INTRODUCAO

A demanda por &gua doce, bem essencial & vida, vem aumentando em decorréncia do
rapido e elevado crescimento populacional. Além da maior necessidade de agua para
abastecimento humano e uso industrial, esse fator resulta também em um aumento da
producdo de alimentos, que por sua vez, exige a utilizacdo da agua para irrigacdo de culturas
agricolas e o uso abundante de produtos quimicos, como os pesticidas, para aumentar a
produtividade e garantir a colheita (WHO, 2015; WWAP, 2015).

Entre os pesticidas mais utilizados na agricultura, o herbicida glifosato ocupa a
posicdo de destaque (DUN et al., 2014), apresentando elevada eficacia no controle de ervas
daninhas em culturas como soja, milho e algoddo (POLLEGIONI, SCHONBRUNN, SIEHL,
2011). Apo6s a introducdo de culturas geneticamente modificadas, sua utilizagdo agricola
global aumentou rapidamente: em 1995 foram aplicados 51 milhdes de kg enquanto que em
2014, 747 milhdes de kg, um aumento de 14,6 vezes. Além disso, apenas na ultima década, o
uso total mundial de glifosato (agricola e ndo agricola) foi de 6,1 bilhdes de kg aplicados,
representando 71,6% do consumo total entre os anos de 1974-2014 (BENBROOK, 2016).

Em razéo destes dados, ha uma grande probabilidade dos corpos d’agua (rios e lagos)
serem contaminados por esse composto e, como o sistema de tratamento convencional para
agua potavel ndo o elimina, a qualidade da &gua para o uso, incluindo para os processos
produtivos industriais, como nas inddstrias de alimentos, pode ficar comprometida,
representando um grave risco para a saude.

A legislacdo brasileira atual estabelece como limite maximo permitido de glifosato em
agua potavel o valor de 0,5 mg/L (BRASIL, 2011), a0 passo que para aguas superficiais, esse
limite é ainda mais baixo, 0,065 mg/L para aguas de classe 1 e 2, e 0,28 mg/L para aguas de
classe 3 (BRASIL, 2005). Assim, para sua deteccdo, sdo necessarios métodos analiticos
altamente sensiveis (GOMEZ-CABALLERO et al., 2016).

Os métodos tradicionais de analise, como a cromatografia, apesar de sensiveis, com
limites de detec¢do na ordem de alguns pg/L, geralmente envolvem uma longa etapa de
preparacdo de amostra em decorréncia da necessidade de derivatizacGes, o que faz com que as
analises sejam complexas e demoradas (ALEXA et al., 2015; APARICIO et al., 2013).

Desta forma, o desenvolvimento de metodologias mais rapidas, mas ainda assim
sensiveis para a detec¢cdo de glifosato em aguas € relevante. Neste sentido, com o0 avanco da
nanotecnologia, a deposicdo de filmes nanoestrurados sobre cantileveres, derivados de

experiéncias de microscopia de forca atbmica (AFM), para uso como biossensor, se apresenta



18

como uma alternativa promissora, pois estes dispositivos apresentam alta sensitividade, por
causa do seu tamanho miniaturizado, o que resulta em uma maior &rea superficial, e do uso de
uma camada sensora especifica, e permitem o processamento de amostras em tempo real
(VASHIST, 2007).

Um biossensor consiste de um componente de reconhecimento biologico (enzima,
célula, antigeno, entre outros) diretamente acoplado a um transdutor, como, por exemplo, 0
cantilever. Dependendo do analito de interesse, o cantilever necessita ser revestido
(funcionalizado) com uma camada sensora biolégica especifica (SANG, ZHANG, ZHAO,
2013).

Dentre as técnicas que podem ser utilizadas para a funcionalizacdo, encontra-se a de
monocamadas automontadas (SAM), caracterizada pela formagdo espontanea de camadas
ordenadas e organizadas sobre uma superficie solida, por meio de interacdo entre grupos
quimicos (AWASTHI et al., 2016). Logo, ao se planejar a funcionalizacdo da superficie do
cantilever é essencial a selecdo adequada e conhecimento das moléculas que irdo fazer parte
do sistema, para assim prever como 0S grupos presentes nas extremidades irdo se ligar, e
desse modo, tornar efetiva a imobilizacdo do agente bioldgico.

Para a deteccao do herbicida glifosato, a enzima peroxidase tem grande potencial para
ser aplicada como camada sensora, em razdo de que tem sua atividade inibida na presenca do
herbicida e também ja ter sido utilizada como elemento de reconhecimento biol6gico em
biossensores (OLIVEIRA et al., 2012a; SONGA et al., 2009). Além disso, a peroxidase é
amplamente encontrada em tecidos vegetais, como por exemplo, na abobrinha, o0 que torna
sua extracdo de tal fonte uma alternativa economicamente vidvel na construcdo de
dispositivos de biossensoriamento (FATIBELLO-FILHO, VIEIRA, 2002).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo é desenvolver um biossensor
nanoestruturado por meio da funcionalizacdo de cantilever com o extrato bruto de abobrinha,

fonte da enzima peroxidase, para aplicacdo na detec¢do do herbicida glifosato em agua.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um biossensor nanoestruturado baseado em cantilever funcionalizado

com extrato vegetal de peroxidase para a deteccdo do herbicida glifosato em &gua.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato bruto de abobrinha (Cucurbita pepo), em diferentes condi¢cdes de
extracdo (diferentes pHs e na auséncia e presenca de agente protetor), como fonte da
enzima peroxidase.

e Avaliar a estabilidade da atividade da peroxidase nos extratos brutos sob
armazenamento a 4°C.

e Funcionalizar quimicamente a superficie do cantilever com o extrato bruto de
abobrinha por meio da técnica de monocamadas automontadas (SAM), utilizando
agentes de reticulacdo (EDC/NHS).

e Caracterizar a superficie do biossensor por meio das técnicas de espectroscopia de
absorcdo de reflexdo por infravermelho modulada por polarizacdo (PM-IRRAS) e
microscopia de forca atdbmica (AFM).

e Avaliar a resposta do biossensor nanoestruturado para a deteccdo do herbicida

glifosato em agua.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serd apresentada uma breve revisdo bibliografica a respeito da
contaminag&do de corpos hidricos por pesticidas, dando énfase nas caracteristicas, toxicidade,
comportamento e métodos de deteccdo do herbicida glifosato, além da importancia da
utilizacdo da nanotecnologia em dispositivos de biossensoriamento como método alternativo

no monitoramento desse poluente em aguas.

3.1 Pesticidas como contaminantes em aguas

A agua é um recurso natural essencial para a existéncia de todos 0s organismos Vivos,
poréem é distribuida em quantidade desigual em relacdo ao tempo e espaco (TANG et al.,
2014). Apenas 2,5% de toda a 4gua que cobre a Terra é dgua doce, e desta, somente 0,4% se
encontra como agua de superficie ou atmosférica, e, portanto, disponivel para uso (UNESCO,
WMO, IAEA, 2006).

As aguas de superficie, que sdo uma das principais fontes de agua potavel para
abastecimento publico e uso industrial (VAN TOAN et al., 2013), tem sua qualidade
influenciada tanto por condi¢des naturais, atraves da lixiviagdo natural da matéria organica e
nutrientes do solo por fatores hidroldgicos e dos processos bioldgicos no ambiente aquatico,
quanto de atividades humanas, industriais ou agricolas, tais como geracdo de efluentes,
contaminantes quimicos ou residuos diversos (UNEP GEMS/WATER PROGRAMME,
2008). Dentre os contaminantes quimicos de ambientes aquaticos, os principais sao 0s
pesticidas, os hidrocarbonetos e os metais (DIAZ et al., 2007).

Os pesticidas sdo substancias ou misturas de substancias, naturais ou sintéticas,
utilizadas com o objetivo de controlar, eliminar ou alterar a fisiologia (evolucdo natural) de
um organismo Vivo capaz de afetar ambientes agricolas, domésticos e comerciais (EPA,
2016b).

Embora o uso de pesticidas tenha se tornado essencial para a agricultura moderna,
constituindo-se como estratégia de defesa agricola (WAICHMAN, 2012), seu destino no
ambiente pode ser diferente da espécie de praga-alvo, e dessa maneira, causar a contaminagao
do solo (SUN et al., 2016), do ar (YUSA, COSCOLLA, MILLET, 2014), da agua
(CCANCCAPA et al., 2016) e dos alimentos (TETTE et al., 2016).

Isso acontece porque, apos atingirem o solo, seja por pulverizagdo em plantas ou

aplicagdo direta, 0 comportamento dos pesticidas é regido por processos fisicos, quimicos e
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biologicos (ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008). Processos como adsor¢io-dessorcao,
volatilizacéo, absorcéo pelas raizes da planta, escoamento superficial e lixiviagdo controlam
diretamente o transporte do pesticida no solo e sua transferéncia para a 4gua, ar ou alimentos,
enquanto que sua transformacdo pode ocorrer pela degradacdo bioldgica, quimica e/ou
fotoquimica (GAVRILESCU, 2005).

A transferéncia dos pesticidas do solo para as aguas pode atingir tanto as aguas
superficiais como as subterraneas. A contaminacdo das aguas superficiais ocorre com o
escoamento do pesticida na superficie do terreno, quando este se encontra adsorvido as
particulas do solo em processo de erosao ou em solugdo na agua de escoamento, enquanto que
a contaminacdo das aguas subterraneas é resultado da lixiviacdao dos pesticidas, onde estes séo
carreados juntamente com a agua que alimenta os aquiferos (SPADOTTO et al., 2004).

Além das atividades agricolas, ocorre contaminagdo das aguas superficiais e
subterraneas por pesticidas devido a liberacdo de efluentes das industrias que os fabricam.
Essas aguas residuais, que possuem cor intensa e odor repugnante, geram problemas
significativos de poluicdo em raz&o de apresentarem elevados valores de demanda quimica de
oxigénio (DQO) e baixos de demanda bioldgica de oxigénio (DBO), por conseguinte, uma
biodegradabilidade reduzida. Em razdo disso, tratamentos bioldgicos convencionais ndo séo
eficazes para sua degradacdo (CHEN, SUN, CHUNG, 2007).

Dentre os pesticidas empregados na agricultura, os herbicidas, utilizados para controle
de ervas daninhas, representam cerca de 44% do total comercializado mundialmente,
enquanto que as vendas de inseticidas e fungicidas, produtos utilizados para controle de
insetos e fungos, respectivamente, sdo quase iguais (cerca de 26%) (PESHIM, ZHANG,
2014).

O glifosato, pesticida pertencente a classe dos herbicidas, € aclamado como o pesticida
da virada do milénio (SZEKACS, DARVAS, 2012) e o mais usado mundialmente (DUN et
al., 2014) em funcdo da sua eficacia no controle de ervas daninhas (POLLEGIONI,
SCHONBRUNN, SIEHL, 2011), principalmente apds a introducdo de culturas transgénicas
que sdo resistentes a ele (DUKE, POWLES, 2008).

3.2 Glifosato
O glifosato (N-(fosfometil)glicina) é um herbicida organofosforado de amplo espectro,

ndo-seletivo, sistémico e pos-emergente (AMARANTE JUNIOR et al., 2002), derivado do
aminodcido glicina e do acido fosfonico, e comercializado desde 1974 (MONSANTO, 2014).
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Em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, o glifosato possui formula molecular
C3HgNOsP, com massa molar de 169,1 g/mol, ponto de fusdo de 230°C, densidade de 1,74
g/cm3 (20°C) e presséo de vapor insignificante (25°C) (MACKAY et al., 2006).

E um é&cido fraco, mas geralmente sua formulagdo contém sais monobéasicos para
aumentar a solubilidade em agua (DILL et al., 2010), sendo que no Brasil sdo permitidas as
formulacbes com sal de isopropilamina (CsH17N2OsP), sal de potéssio (CsH;KNOsP), sal de
amonio (C3H;NOsP.xNH3) e sal de dimetilamina (CsHisN,OsP) (ANVISA, 2015). Em
condicBes ambientais tanto ele quanto os seus sais sdo sélidos cristalinos inodoros, muito
sollveis em &gua (12 g/L a 25°C para o glifosato) e quase insoltveis em solvente organicos
comuns, como em acetona e etanol (MACKAY et al., 2006).

A estrutura quimica do glifosato (Figura 1) contém um grupo amino, de carater basico,
no meio de um grupo carboxilico e de um grupo fosfato, ambos de carater acido, nas
extremidades (SZEKACS, DARVAS, 2012).

Figura 1 - Estrutura quimica do glifosato

0 0
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Fonte: DILL et al. (2010)

Em funcdo disso, o glifosato € um composto com uma estrutura de zwiteriénico, ou
também referido como “ion dipolar”, que significa uma molécula neutra com cargas elétricas
positivas e negativas em diferentes locais dentro da mesma molécula. Diferentemente de
compostos anfoteros, que se comportam como espécie basica ou acida dependendo de
condicBes externas, um zwiteribnico tem simultaneamente ambos os estados idnicos
(catibnico e anidnico) dentro da mesma molécula (IUPAC, 2014; JAYASUMANA,
GUNATILAKE, SENANAYAKE, 2014).

Esse comportamento zwiteriénico exerce influéncia na sua dissociacdo (SPRANKLE,
MEGGITT, PENNER, 1975), tal como demonstrado na Figura 2, a qual apresenta as etapas
de dissociacdo do herbicida glifosato em meio liquido, em funcdo do pH do sistema, bem
como a respectiva constante de dissociacdo, representada pelo logaritmo negativo da

constante de dissociacdo (pKa).
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Figura 2 - Etapas da dissociac¢ao do glifosato

Fonte: AMARANTE JUNIOR et al. (2002)

Como os grupos fosfato e carboxilico tem maior carater acido que o grupo amino, nas
primeiras dissociacdes o glifosato perde os hidrogénios ligados ao oxigénio (desprotonacgédo
do grupo carboxilico seguida do grupo fosfato) e, apenas na ultima dissociacdo, aquele ligado
ao nitrogénio (desprotonacio do grupo amino) (AMARANTE JUNIOR et al., 2002;
SPRANKLE, MEGGITT, PENNER, 1975).

Apos o glifosato ser pulverizado nas plantas, ele é absorvido, geralmente, através de
suas folhas e dos cauliculos novos e, entdo, transportado por toda a planta, onde age em
sistemas enzimaticos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002), inibindo a acdo da enzima
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (EC 2.5.1.19). Essa enzima esta localizada
no cloroplasto da planta e é responsavel por catalisar a reacdo entre shiquimato-3-fosfato e
fosfoenolpiruvato para produzir enolpiruvilchiquimato-3-fosfato e fosfato inorganico, durante

a sexta etapa da via do chiquimato, que por sua vez é a rota de sintese de aminoacidos
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aromaticos essenciais, como a fenilalanina, tirosina e triptofano, em plantas, algas e micro-
organismos, componentes estes necessarios para a sintese de proteinas e importantes para o
crescimento da planta (POLLEGIONI, SCHONBRUNN, SIEHL, 2011; TZIN, GALILI,
2010).

A auséncia da via do chiquimato em mamiferos é o principal argumento para o
glifosato ser considerado de baixo risco para a salude de seres humanos e de animais
(MONSANTO, 2014), sendo que, até o momento, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, classifica toxicologicamente o glifosato como um composto de classe IV — pouco
toxico (ANVISA, 2015).

Em contra partida, estudos tem demonstrado os efeitos nocivos do glifosato em
relacdo ao meio ambiente, incluindo consequéncias sobre organismos aquéaticos, como a
diminuicdo da densidade de macroinvertebrados bentonicos, que sdo utilizados como
bioindicadores para avaliar a qualidade da agua (RZYMSKI et al., 2013); micro-organismos
do solo (ANDRIGHETTI et al., 2014) e a saude humana (MESNAGE et al., 2015), onde a
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, ap0s a avaliacdo da carcinogenicidade de cinco
ingredientes ativos de agrotdxicos, classificou o herbicida glifosato como provavel agente
carcinogénico para humanos (INCA, 2015). Heu et al. (2012) avaliaram os efeitos da
exposicdo do glifosato em células da epiderme humana usando a técnica de AFM. Apos a
exposicdo ao glifosato (15 mM por 6 e 18h) houve alteragdes nos perfis de topografia das
células, com uma distribuicdo diferente de saliéncias, o que evidencia que o glifosato danifica

as células.

3.2.1 Comportamento ambiental

As caracteristicas do pesticida como solubilidade em agua, tendéncia a adsorcdo no
solo e persisténcia no ambiente (meia-vida) determinam seu destino no ambiente
(GAVRILESCU, 2005). Em razdo de o glifosato apresentar uma pressdo de vapor muito
baixa, a volatilizacdo deste herbicida é inexistente; em contrapartida, a elevada solubilidade
em agua e a moderada persisténcia no solo tendem a resultar na solubilizacdo na dgua e/ou na
adsorcao pelas particulas do solo (SCHUETTE, 1998).

No que se refere a sua presenca em ambientes aquaticos, o glifosato tem sido
encontrado tanto em aguas doces superficiais como em aguas salinas (MERCURIO et al.,
2014).
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Tzaskos et al. (2012) avaliaram o nivel de contaminacdo de glifosato na 4gua de um
riacho na cidade de Arapoti (Parana - Brasil), localizado entre plantagdes de soja transgénica.
As amostras de agua foram coletadas 18 horas apés uma chuva de 40 mm, que ocorreu dois
dias apos a pulverizacdo. Os autores verificaram que, nas condi¢cbes mencionadas, a &gua
continha glifosato em uma concentragdo de 1481 pg/L.

Em um estudo para avaliar a ocorréncia de glifosato em aguas de superficie da
regido sul de Ontério, Canada, foram retiradas amostras de mais de 30 locais diferentes,
incluindo rios e riachos, durante o periodo de abril a novembro de 2004 e 2005. Em 2004, o
glifosato foi detectado em 16 locais, sendo que as concentragdes médias foram na faixa de
10-20 pg/L e a concentracdo méaxima observada foi de 41 pg/L. J& em 2005, as
concentragdes tipicas foram na faixa de 20-30 pg/L, com concentragdo maxima de 30,5
Mg/L (STRUGER et al., 2008).

A degradacéo do glifosato no ambiente ocorre principalmente através de micro-
organismos presentes no solo e na dgua, sendo que essa biodegradagdo pode ocorrer por dois
processos, ambos com formacdo de metabolitos. Na desfosforilacdo ha a transformacgéo do
glifosato no intermediario sarcosina, pela acdo das bactérias Agrobacterium radiobacter e
Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase); nesta rota ocorre a quebra da ligacdo C-P do
glifosato. Na decarboxilacdo ha a transformacéo do glifosato em acido aminometilfosfonico
(AMPA), seu principal metabolito, decorrente da degradacdo por acdo microbiologica das
bactérias Arthrobacter atrocyaneus e Flavobacterium sp., (enzimas oxirredutases); nesta rota
acontece a quebra da ligacdo C-N do glifosato (AMARANTE JUNIOR et al., 2002;
SZEKACS, DARVAS, 2012). Da mesma forma que o glifosato, o AMPA também pode ser
distribuido para os diversos tecidos da planta (GOMES et al., 2014). Em aguas doces, a
meia-vida média do glifosato é em torno de 60 dias, variando de acordo com o local e suas
caracteristicas (MERCURIO et al., 2014).

3.2.2 Métodos tradicionais de deteccdo

Em vista da toxicidade e da persisténcia no ambiente, instituicGes e paises estabelecem
limites maximos permitidos para a concentracdo de pesticidas em varias fontes de exposi¢éo,
incluindo na agua potavel (REBOLLAR-PEREZ et al., 2015). Para o glifosato, tais limites

sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Comparagdo dos limites maximos permitidos para glifosato em dgua potével

Concentracao maxima

Instituicdo/Pais permitida (mg/L) Referéncia
World Health Organization * WHO (2011)
Unido Europeia 0,0004 EUROPEAN UNION (1998)
Estados Unidos 0,7 EPA (2016a)
Australia 1 NRMMC (2011)
Canada 0,28 HEALTH CANADA (2014)
Brasil 0,5 BRASIL (2011)

*Qcorre em agua potavel em concentracoes bastante inferiores aos de preocupacao da saude.

H& também regulamentos para a contaminacdo de glifosato em aguas de superficie.
Em &mbito nacional, a Resolucdo CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005) define como valor
méaximo de glifosato em aguas de superficie de classe 1 (&4guas destinadas para consumo
humano apos tratamento simplificado) ou de classe 2 (&4guas destinadas para 0 consumo
humano apos tratamento convencional) o valor de 0,065 mg/L, e para aguas de classe 3 (aguas
destinadas para 0 consumo humano apds tratamento convencional ou avangado) o valor de
0,28 mg/L.

A fim de determinar o glifosato em tais concentracGes, sdo necessarios métodos
analiticos altamente sensiveis (GOMEZ-CABALLERO et al, 2016). Contudo, em
comparagdo com todos os herbicidas utilizados na agricultura, o glifosato € um dos mais
dificeis de analisar, principalmente em niveis-traco, devido a sua elevada solubilidade em
agua, baixa solubilidade em solventes orgéanicos, baixa volatilidade e auséncia de grupos
cromoforos (GONZALEZ-MARTINEZ et al, 2005; GUO et al., 2016), tornando sua
deteccdo um desafio (DING et al., 2013).

Entre as metodologias usadas para deteccdo e quantificacdo desse composto destacam-
se 0s métodos cromatograficos: cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massa (CL-MS) e
cromatografia de troca i6nica (Cl). A GC é raramente aplicada em vista de necessitar um
processo de derivatizacdo complicado para tornar o composto volatil. Para analise por CLAE
é também necessario um método de derivatizacdo pré-coluna ou pds-coluna devido a falta de
grupamentos cromdforos na molécula. CL/MS ndo necessita da etapa de derivatizacdo,
simplificando a andlise, entretanto o custo é maior. A CI, comparado aos outros trés métodos,
tem menor sensibilidade (DING et al., 2013).

De um modo geral, os métodos cromatograficos apresentam uma alta sensibilidade,

em funcdo dos baixos limites de deteccdo (Tabela 2). Entretanto, a andlise é complexa e
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demorada, exige operadores altamente qualificados e demanda altos custos com reagentes e
materiais (WANG, LU, CHEN, 2014).

Tabela 2 - Comparagdo de técnicas cromatogréaficas empregadas para a detecgdo de glifosato

Tecnlcg . Reagente de Limite de A
cromatografica derivatizacio  deteccdo (ug/L) Referéncia
utilizada ¢ ca0 tHe ,
CLUE-MS/MS FMOC 0,1 APARICIO et al. (2013)
CLAE acoplada com CNBF 9 QUIAN et al. (2009)

detector UV/Vis
CL acoplada com
detector de FMOC 0,03 ALEXA et al. (2015)
fluorescéncia
CG com coluna de
permuta cationica

acoplada com detector TFE e TFAA 0,1 ALEXA et al. (2015)
por captura de elétrons

CG com coluna de

permuta cationica e o rpan 1 ALEXA et al. (2015)

acoplada com detector

de nitrogénio-fésforo
CLAE-MS/MS - 0,1 GUO et al. (2016)

Onde: CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia; CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia; CL =

cromatografia liquida; CG = cromatografia gasosa; FMOC = 9-fluorenilmetoxicarbonil; CNBF = 4-cloro-3,5-

dinitrobenzotrifluoreto; TFE = trifluoroetanol; TFAA = acido trifluoroacético anidro.

A fim de evitar demorados procedimentos de derivatizacdo, métodos que utilizam
andlise direta para a analise quantitativa de residuos de glifosato em amostras de dgua sédo
desejaveis (GUO et al., 2016).

Nesse sentido, a utilizacdo de dispositivos de sensoriamento para a deteccdo de
poluentes ambientais vem ganhando espaco tanto como forma de complementar, quanto
alternativa para substituir os méetodos classicos existentes (DHULL et al., 2013; KESTWAL,
BAGAL-KESTWAL, CHIANG, 2015). Sensores sdo dispositivos que transformam uma
informacdo do ambiente externo, como exemplo a concentracdo de um analito, em um sinal
analiticamente (til e quantificavel (HULANICKI, GEAB, INGMAN, 1991).

3.3 Dispositivos de biossensoriamento

O desenvolvimento de biossensores para detecgdo de pesticidas, em niveis-trago, tem

aumentado de forma significativa para satisfazer a necessidade de métodos analiticos simples,
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rapidos, sensiveis, de custos reduzidos e confidveis. Tais dispositivos fornecem uma
informacdo quantitativa ou qualitativa a respeito do analito com uma prepara¢cdo minima da
amostra e em tempo real (SONGA, OKONKWO, 2016).

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo capaz de detectar um analito,
como um contaminante ambiental, por meio de um componente biolégico que esta associado
a um sistema de transducdo (COLOMER-FARRARONS et al.,, 2011). Desse modo, 0s
componentes basicos em um biossensor sdo o elemento de reconhecimento bioldgico, através
do qual o biossensor reconhece seletivamente um ou véarios analitos entre um grande nimero
de outras substéncias; o transdutor, que transforma o sinal produzido pela interacdo entre o
elemento de reconhecimento e o analito de interesse num sinal mensurdvel; e o sistema
eletronico de amplificacdo de sinal e gravacdo de dados (KOROTKAYA, 2014), conforme
mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica de um biossensor exposto a contaminantes ambientais
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Fonte: Adaptado de LONG, ZHU, SHI (2013)

As enzimas, conhecidas como catalisadores biologicos muito eficazes, sdo o elemento
de reconhecimento mais comumente utilizado em biossensores, em razdo da sua
especificidade, seletividade e da grande variedade disponivel (AN et al., 2015; REBOLLAR-
PEREZ et al., 2015; SASSOLAS, BLUM, LECA-BOUVIER, 2012).

Os biossensores enzimaticos podem atuar medindo a transformacdo catalitica do
analito alvo pela enzima ou medindo a inibicdo da enzima devido a presenca de um analito
alvo (inibidor) (FARRE et al., 2009). Entre os inibidores de enzimas se encontram 0s
poluentes ambientais, tais como compostos organicos, pesticidas e metais
(KARUNAKARAN, MADASAMY, SETHY, 2015).
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O desempenho de tais dispositivos esta relacionado as condicGes fisico-quimicas do
meio reacional, como pH e temperatura, as quais devem ser adequadas para manter a
atividade enzimética. Além disso, pode ser necessario, também, a presenca de um co-fator.
Desse modo, a baixa estabilidade, aliada ao custo, sdo desvantagens que este biossensor pode
apresentar (KARUNAKARAN, MADASAMY, SETHY, 2015; MONOSIK, STREDANSKY,
STURDIK, 2012; RUMAYOUR et al., 2005).

Todavia, em comparacdo com as enzimas comerciais purificadas, os extratos brutos de
tecidos vegetais apresentam-se como uma alternativa economicamente viavel de fonte
enzimatica na construcdo de biossensores e, por estarem em seu habitat natural, estdo menos
sujeitos a perda de estabilidade e geralmente possuem o co-fator disponivel; entretanto,
podem ndo ser tdo seletivos. O procedimento para sua extracdo de tecidos vegetais, além do
custo reduzido, € facil e rapido, porém a sua atividade pode variar em funcdo das
caracteristicas inerentes a sua origem ou das condicdes de extracdo (FATIBELLO-FILHO,
VIEIRA, 2002).

Os dispositivos de biossensoriamento podem ter seu desempenho analitico, como a
sensitividade e o limite de deteccdo, melhorados significativamente ao se utilizar um
nanomaterial ou a deposicdo de um filme na faixa de nm (JUSTINO et al., 2015), em razéo de
gque os materiais em escala nanométrica, ou seja, materiais que possuem ao menos uma
dimensdo entre 1 a 100 nm, apresentam propriedades quimicas, fisico-quimicas e
comportamentais diferenciadas daquelas conhecidas em escalas maiores, devido a maior area
superficial ocasionada pelo seu tamanho reduzido. Dessa forma, quando o biossensor possuir
um componente que apresente dimensdes em nanoescala, ele é considerado um
nanobiossensor (RAI et al., 2012).

3.3.1 Biossensores para a deteccdo de glifosato

Para a deteccdo do herbicida glifosato através de biossensores enzimaticos, a camada
sensora € uma enzima que tem sua atividade inibida na presenca deste analito. Dentre as
enzimas empregadas, pode-se citar a peroxidase, a fosfatase alcalina e a acetilcolinesterase. A
Tabela 3 apresenta informacGes relevantes sobre a preparacdo, utilizacdo e caracteristicas

analiticas de biossensores preparados para a detec¢do de glifosato.



Tabela 3 - Caracteristicas dos biossensores relatados para a deteccdo de glifosato
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_— Aplicacéo
x . Técnica de Limite fle Armazena- em A
Preparacéo do biossensor s ; deteccéo Referéncia
medicéo do sinal mento amostra
(Hg/L) real
Biossensor  preparado  por
deposicdo eletroquimica de
poli(2,5-dimetoxianilina) Eletroguimica Solucéo
dopada com poli(acido 4- (Voltgmetria 1.70 tampéo N0 SONGA et
estireno) sobre a superficie de Ciclica) ' fosfato 0,1M, al. (2009)
um eletrodo de ouro, seguido pH 6,0
da ligacdo eletrostatica da
enzima peroxidase.
Nanoargila + extrato bruto de
atemoeira (peroxidase)
misturado com po de grafite e A
gua
nanotubos de carbono, otavel
adicionando-se 6leo mineral Eletroquimica pota OLIVEI-
x . . 30 A temperatura  fortificada
para obtencdo da pasta final, (Voltametria de ambiente com 0.20: RA et al.
que foi acondicionada numa  onda quadrada) 100,e ’ (2012a)
seringa de plastico e um fio de i
T 1,75 mg/L
cobre foi inserido para
estabelecer o contato elétrico
externo.
Eletrodo de carbono vitreo foi
. . Amostras
revestido com uma mistura de
carbono poroso e quitosana; o O biosensor de Sucos
L ~_ Eletroguimiolu- o fortifica- ZHANG et
em seguida imerso em solu¢do . A - era utilizado
; 2+ . minescéncia L das com al. (2015)
de ions Zn“", e, por fim, em uma nicavez " "0y
uma mistura de peroxidase, nM,
H,O, e 82032-.
Aprisionamento de células de Espectrofoto-
Chlorella vulgarius (fonte de P . x SINGH
- metria - - Néo
fosfatase alcalina) em gel UV-Vis (2014)

alginato de sédio.

3.4 Biossensores de cantilever

Os avancos na area de nanotecnologia permitiram o desenvolvimento de dispositivos

que podem atuar como sensores miniaturizados de alta sensibilidade (CARRASCOSA et al.,

2006).

Um exemplo disso € a invencdo, em 1986, do equipamento de microscopia de forca

atdbmica, o qual introduziu a possibilidade da criacio de uma nova ferramenta de

sensoriamento para a deteccdo de diversos analitos por meio da funcionalizacdo de

cantileveres, 0s quais passam entdo a funcionar como sensores (SANG, ZHANG, ZHAO,

2013). Nessa perspectiva, 0 cantilever atua como um transdutor mecanico, traduzindo o
reconhecimento do analito pela camada sensora (CARRASCQOSA et al., 2006).
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Atualmente, os biossensores baseados em cantileveres apresentam-se como
dispositivos versateis, compactos e de alta sensibilidade (TOUHAMI, 2014; UZUNLAR et
al., 2013) para a detecgdo de inimeros analitos, entre eles poluentes ambientais, tais como
pesticidas (DEDA et al., 2013; KARNATI et al., 2007) e metais pesados (CHEN et al., 2012);
compostos volateis (STEFFENS et al., 2014) e agentes patogénicos (BRIDLE et al., 2016).

Além disso, exibem resposta rapida e em tempo real, utilizam pequenas quantidades
de amostras, possuem reconhecimento especifico e possibilidade de detec¢do de analitos
multiplos através da fabricacdo de arranjo de sensores (DEVREESE, 2007; LANG,
HEGNER, GERBER, 2010; RAITERI et al., 2001). Conforme Hansen e Thundat (2005)
nenhuma outra tecnologia de sensoriamento oferece tal versatilidade.

O cantilever (Figura 4) consiste de uma haste flexivel, onde uma de suas extremidades
é fixa a um suporte. Normalmente é feito de silicio, possuindo um formato de barra
retangular, sendo que quando utilizado em experiéncias de AFM pode possuir uma ponta
integrada na extremidade livre (LANG, HEGNER, GERBER, 2010; RAITERI et al., 2001).
Comercialmente, os cantileveres disponiveis possuem variedade de formas, dimensdes e
sensibilidades (NT-MDT, 2016).

Figura 4 - Representacdo de um cantilever

Haste

~

NT—MET
Suporte

Fonte: Adaptado de NT-MDT (2016)

Para atuar como biossensores, os cantileveres, que em funcdo do material da sua
composicdo ndo possuem atributos sensitivos, devem ter sua superficie ou sua ponta recoberta
com uma camada sensora, neste caso um elemento biolégico, que seja altamente especifica a
molécula alvo, processo este chamado de funcionalizagdo (LANG, HEGNER, GERBER,
2010), o qual sera visto com mais detalhes no item 3.4.1.

No caso dos biossensores de cantilever, o principio de funcionamento baseia-se na

adsorcdo de analitos sobre a superficie funcionalizada quando h& o seu reconhecimento,
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podendo ocorrer uma deflexdo ou uma mudanga da frequéncia de ressonancia. Assim, sao
distinguidos dois modos principais de operacdo: o modo estatico e o modo dindmico
(HEGNER, ARNTZ, 2004) (Figura 5).

Figura 5 - Principais modos de operacéo de um biossensor de cantilever

Modo Estatico Modo Dinamico
® o
® ®
o ® Camada ® 9 . @
sensora ®
- Frequéncia
i ® oo ®
Deflex&o Piezo { Camada

sensora

Fonte: Adaptado de HEGNER, ARNTZ (2004)

No modo estéatico, apenas um lado da superficie do cantilever é funcionalizado e, com
isso, quando ocorre a adsorcdo molecular na superficie, surgem forcas intermoleculares que
induzem tensGes superficiais. A diferenca na tensdo entre as superficies (funcionalizada e ndo
funcionalizada) causa a deflex@o do cantilever (TAMAYO et al., 2013; WANG et al., 2007).
Ao mesmo tempo, a frequéncia de ressonancia do cantilever também varia devido a massa
adsorvida (CARRASCOSA et al., 2006).

A variacdo de deflexdo (Ad) € dependente da quantidade de forca aplicada (F) e da
constante de mola (k) do cantilever, sendo representada pela Lei de Hooke (Eg. 1) (FRITZ,
2008):

F=k.Ad (Eq. 1)

A constante de mola representa uma medida da rigidez do cantilever, e é determinada

em funcdo das suas dimensbes geométricas e parametros do material constituinte (Eq. 2):

E.w.t3

TRE (Eq. 2)

onde: w, t e | sdo, respectivamente, a largura, espessura e comprimento do cantilever, E é o

médulo de Young (E = 1,3 x 10*! N/m? para silicio no plano <100> de sua estrutura cristalina)
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(LANG, HEGNER, GERBER, 2010). Para que sejam alcancadas grandes deflexdes no modo
estatico, o cantilever deve possuir uma haste longa e uma constante de mola baixa, menor que
1 N/m (MANZOLI et al., 2010; WANG et al., 2007).

A relacdo teorica entre Ad e a diferenca da tensdo entre as superficies ativa

(funcionalizada) e passiva (ndo funcionalizada) segue a equagéo de Stoney (Eq. 3):

C32.(1-9)

— (Eq.3)

Ad

onde: 9 € a razdo de Poisson (9 = 0,24 para Silicio) e Ac ¢ a tensdo na superficie induzida
pelo analito (Ao lado ativo - Ao lado passivo) (RAITERI et al., 2001).

No modo dindmico, a superficie do cantilever é funcionalizada em ambos os lados, e o
resultado da adsorcdo do analito € a alteracdo da massa, 0 que induz a uma diminui¢do na
frequéncia de ressonancia, que é o resultado do movimento vibratério do cantilever
(TAMAYO et al., 2013). O cantilever comporta-se como um oscilador harmdnico, ou seja,
como um sistema oscilador massa-mola ideal. Para um cantilever retangular, a frequéncia de

ressonancia é descrita pela equacao a seguir (Eg. 4):

(Eq. 4)

onde m* é a massa eficaz, a qual leva em consideracdo a geometria do cantilever e a
distribuicdo de massa ao longo do cantilever (FRITZ, 2008).
A alteracdo de massa (Am) durante a adsorcdo molecular pode ser relacionada com a

mudanca da frequéncia de ressonancia, por meio da equacéo 5:

Amzi<1 1) (Eq. 5)

4 \ff 5

onde: fy é a frequéncia de ressonancia inicial e f; a frequéncia de ressonancia ap6s a adicédo de
massa (LANG, HEGNER, GERBER, 2010).

Para que elevadas frequéncias de ressonancia sejam alcancadas no modo dinamico
utiliza-se um cantilever com haste curta e constante de mola grande, na faixa de 1 a 40 N/m
(MANZOLI et al., 2010; WANG et al., 2007).
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O reconhecimento do analito pela camada sensora pode ser monitorado, de forma
simples, por um método Optico, como o utilizado nos equipamentos de AFM (SANG,
ZHANG, ZHAO, 2013).

O microscopio de forca atbmica pode ser usado para analises topogréficas (principal
aplicacdo), onde a ponta do cantilever realiza uma varredura da superficie da amostra,
produzindo imagens, e também para analises ndo-topogréficas, as quais referem-se ao uso dos
cantileveres como sensores (CUBILLAS, ANDERSON, 2014; RAITERI et al., 2001;
SANTOS, CASTANHO, 2004). A técnica de AFM permite também realizar a manipulacéo
de moléculas em nivel nanométrico, o mapeamento de cargas elétricas em superficies
carregadas e medidas de forca magnética em superficies magnetizadas, bem como medidas de
forca lateral e de espectroscopia de forgca (BERNARDES FILHO, MATTOSO, 2003;
VARIOLA, 2015).

Uma representacdo esquematica com 0s componentes principais do microscopio de
forca atbmica € mostrada na Figura 6. Em sintese, o funcionamento do mesmo consiste de um
sistema de posicionamento que proporciona um movimento nas direces x e y (para
digitalizacdo de amostra) e em z (para controlar a distancia com a amostra) enquanto o feixe
de laser incide sobre a parte superior do cantilever, que o reflete para um fotodetector de
quatro quadrantes, responsavel por medir as variacfes de posi¢cbes produzidas pelo seu
movimento — deflexdo ou frequéncia de ressonancia (CUBILLAS, ANDERSON, 2014;
FERREIRA, YAMANAKA, 2006; VAHABI, SALMAN, JAVANMARD, 2013). A fim de
aumentar a refletividade da superficie do cantilever, o mesmo é frequentemente revestido por
uma fina camada de ouro (RAITERI et al., 2001).
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Figura 6 - Componentes do microscopio de forca atdbmica

Fotodetector de
4 quadrantes Laser
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|
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, YAMANAKA (2006)

De acordo com a distancia existente entre a ponta do cantilever e a amostra, o
microscopio de forca atdbmica pode ser operado de trés modos diferentes (FERREIRA,
YAMANAKA, 2006; OLIVEIRA et al., 2012b):

a) modo contato (distancia inferior a 0,5 nm): a ponta do cantilever toca suavemente a
amostra; as forcas atuantes sdo repulsivas.

b) modo ndo contato (distancia 0,1 a 10 nm): o cantiler oscila sobre a superficie da amostra,
mas sem tocéa-la, sendo que as forcas atuantes séo atrativas (forcas de Wan der Waals e forcas
eletrostéticas).

¢) modo intermitente ou Tapping Mode (distancia entre 0,5 e 2 nm): o cantilever vibra em alta
frequéncia, e quando se aproxima da superficie, sua ponta sé faz um breve contato com a
superficie da amostra.

O microscopio de forca atdmica é um instrumento capaz de operar em ar, vacuo ou
liguido (TAMAYO et al., 2013) e estudar qualquer tipo de amostra diretamente no seu
ambiente natural, o que diminuindo a necessidade de preparacdo da amostra (VAHABI et al.,
2013). Quando o cantilever esta imerso em meio liquido, o efeito do amortecimento torna
dificil acompanhar o deslocamento de frequéncia de ressonancia, entretanto, a resposta de

deflexdo permanece inalterada pela presenca de um meio liquido, o que justifica 0 modo
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estatico ser a operacdo ideal quando o sensor de cantilever for usado nesse ambiente
(CHAUDHARY, GUPTA, 2009).

Além disso, como o0s sistemas nanomecanicos sdo muito frageis, devem ser operados
cuidadosamente, independentemente do meio onde est&o inseridos (TAMAYO et al., 2013). A
sensibilidade de medicdo e o ruido destes dispositivos ndo dependem apenas das propriedades
do cantilever, pois estes parametros séo fortemente influenciados pelo desempenho do sistema
de instrumentacéo e das condigdes do ambiente externo (BAUSSELS, 2015).

3.4.1 Funcionalizacédo de cantileveres com biomoléculas

A funcionaliza¢do do cantilever para uso como biossensor compreende basicamente a
modificagcdo quimica da sua superficie para obter grupos funcionais reativos que se liguem ao
elemento de reconhecimento biologico seguido da imobilizagdo deste (TAMAYO et al.,
2013), o qual deve ser excepcionalmente sensivel e especifico para um unico analito ou um
grupo similar de analitos (ARUGULA, SIMONIAN, 2014).

A integracdo entre o elemento de reconhecimento bioldgico e a superficie do material
constituinte do cantilever é, sem duvida, a etapa chave no desenvolvimento do dispositivo de
sensoriamento, pois afeta diretamente a seletividade, reprodutibilidade e resolucéo
(MANZOLLI et al., 2010; RAITERI et al., 2001).

A escolha da técnica de funcionalizagdo mais apropriada depende do tipo de elemento
de reconhecimento biolégico, do transdutor e do modo de deteccdo associado (SASSOLAS,
BLUM, LECA-BOUVIER, 2012). Em relacdo aos pesticidas, a escolha do elemento
biologico a ser utilizado como camada sensora geralmente é feita com base no seu mecanismo
de acdo nas plantas, pois este envolve uma ligacdo especifica a uma biomolécula,
frequentemente enzimas (SILVA et al., 2013). Porém, outras enzimas que sejam inibidas pelo
pesticida, ou pelo seu grupo quimico, também podem ser utilizadas. Um exemplo € a enzima
acetilcolinesterase que é inibida pelos organofosforados (DYK, PLETSCHKE, 2011).

Sassolas, Blum e Leca-Bouvier (2012) fornecem uma visdo geral de diferentes
técnicas que podem ser empregadas para a imobilizacdo de enzimas, entre as quais adsorcao
(técnica de deposicdo camada por camada) e ligacdo covalente (técnica de SAM), além de sua
combinacdo com nanomateriais, como polimeros condutores, nanofios, nanotubos de carbono
ou nanoparticulas. A reducdo das dimensdes dos materiais que sdo utilizados para a
funcionalizacdo aumenta a eficiéncia biocatalitica, promovendo uma maior interagdo com o

elemento de reconhecimento e reduzindo as limitagdes difusionais (OLIVEIRA et al., 2012a).
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A SAM é um método de funcionalizacdo prético e flexivel, que se caracteriza pela
formacdo de camadas monomoleculares que exibem uma alta organizacdo, através de
quimissor¢do de moléculas orgéanicas sobre uma superficie solida. Uma monocamada é
composta por um grupo funcional que se liga a um substrato; uma cadeia de hidrocarbonetos
que dé& estabilidade ao conjunto por interacdes de van der Waals e um outro grupo funcional
que é responsavel pelo acoplamento da biomolécula a monocamada (ADAMKIEWICZ et al.,
2012; ARYA et al., 2009), como demonstrado na Figura 7. Segundo Freire, Pessoa e Kubota
(2003), a SAM permite a orientacdo da enzima sobre a superficie do eletrodo sem que haja

sua desnaturagéo.

Figura 7 - Representagdo da técnica de monocamadas automontadas

<+«—— Biomolécula

<«—— Grupo funcional para ligagdo a biomolécula
<+—— (Cadeia de hidrocarbonetos
<+—— Grupo funcional para ligagcdo ao substrato

| «— Substrato

Fonte: Adaptado de HUNT, ARMANI (2010)

A formacdo de SAM para funcionalizacdo do cantilever pode ser feita a partir de
moléculas de tidis (-SH) (ALVAREZ et al, 2002; MANZOLI et al., 2010), as quais tem alta
afinidade para substratos metalicos, especialmente o ouro, onde formam monocamadas muito
estaveis (ARYA et al., 2009), ou a partir de moléculas de silanos (-SiOx) que apresentam
afinidade para substratos de silicio (BUENO et al., 2014; SILVA et al., 2013).

Uma metodologia usual para a funcionalizacdo de cantilever de silicio por SAM
consiste da evaporacdo gasosa de 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES) na presenca de
trietilamina, seguido da imersdo em solucdo de glutaraldeido e apds na enzima. Para a
deteccdo do herbicida metsulfuron-metilico utilizou-se a enzima acetolactato sintase (ALS)
(SILVA et al., 2013) enquanto para o herbicida diclofop a enzima utilizada foi a Acetil-coA
Carboxilase (ACCase) (BUENO et al., 2014).

Para unir quimicamente enzimas a moléculas de alcanotiois com grupo terminal —
COOH podem ser utilizados agentes de acoplamento de comprimento zero, 0s quais realizam,

com maior eficiéncia, a ligacdo dos grupamentos —NH, e —COOH, mas que ao final ndo
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fazem parte da ligagdo. Exemplos de tais agentes sdo o N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS). O EDC possui a fungéo de ativar 0s
grupos carboxilicos enquanto o NHS reage com aminas primarias, sendo que no produto final
é formada uma ligagdo amida (O=C-N-H) (HERMANSON, 2013). Velanki e Ji (2006) ao
utilizarem cantilever de silicio revestido com ouro para deteccdo do coronavirus felino (FIP),
relataram a utilizacdo de EDC e NHS para acoplar o anti-corpo anti-FIP ao acido 11-
mercaptoundecanoico. O limite de deteccdo do biossensor foi de 0,1 pg/ml, com tempo de
analise inferior a uma hora, sendo os experimentos realizados por deflexao.

Outra técnica comumente utilizada é a de camada por camada (do inglés, layer by
layer), que se baseia na formacdo de filmes organizados em escala hanométrica por meio da
adsorcdo alternada de componentes com cargas opostas sobre a superficie. Neste caso, ocorre
uma imobilizacdo eletrostatica (SASSOLAS, BLUM, LECA-BOUVIER, 2012; YAN, JI,
LVOV, 2004).

Karnati et al. (2007) estudaram a deflexdo de cantilveres funcionalizados com
multicamadas da enzima organosfosforado hidrolase (OPH) para a deteccdo do
organofosforado paraoxon. Um lado da superficie do cantilever de SiO, foi revestido com
cromo (melhoramento da aderéncia) e ouro ¢ funcionalizado através da técnica “layer by
layer”, com a deposicdo de trés duplas camadas de polietilenoimina (PEI)/poliestireno
sulfonado (PSS) seguida de trés camadas duplas de OPH/PSS. A amplitude de deflexdo
aumentou a medida que a concentracdo de paraoxon aumentou, sendo o limite de deteccédo
igual a 10”"M. Os cantileveres modificados mostraram uma estabilidade de 2 meses quando
armazenados a seco, a 4°C.

Entretanto, independente do modo de funcionalizacao utilizado é imprescindivel que a
camada de deposicdo seja fina e uniforme (RAITERI et al., 2001), além de que as
biomoléculas imobilizadas devem manter a sua estrutura, funcéo e atividade biologica, onde
para isso geralmente trabalha-se com o uso de agentes tamponantes e a temperatura
fisiologica, bem como devem permanecer fortemente ligadas a superficie para ndo serem
lixiviadas, permitir a acessibilidade para o analito e serem estaveis para aplicacdo a longo
prazo (CARRASCOSA et al., 2006; DUFRENE et al., 2013; KORAYEM; NAHAVANDI,
2015; SASSOLAS, BLUM, LECA-BOUVIER, 2012), o que se constitui em um dos maiores
desafios nessa area (WANG, LU, CHEN, 2014).
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3.5 Enzima peroxidase

Tal como mostrado na Tabela 3, a enzima peroxidase € frequentemente utilizada como
camada sensora na funcionalizacdo de biossensores para deteccdo do glifosato em &guas, em
virtude da sua inibicdo por este pesticida.

As peroxidases (EC 1.11.1.x) sdo um grupo muito grande de enzimas oxirredutases,
que, na presenca de peréxido de hidrogénio (H,O;), catalisam a oxidacdo de substratos
doadores de elétrons, tais como compostos organicos, como compostos aromaticos (fendis);
inorganicos, como cations (Mn?*) e anions (ascorbato), e proteinas, como citocromo ¢
(FATIBELLO-FILHO et al., 2007; ZAMOCKY et al., 2015).

Estas enzimas podem ser isoladas a partir de tecidos vegetais, animais ou micro-
organismos (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2008). Nas plantas, as peroxidases
estdo envolvidas em diversas reagdes, como na sintese da lignina e de componentes da parede
celular, na defesa contra patdgenos (KOUA et al., 2009) e na oxidacdo de fendis, a qual leva a
degradacéo da cor e do sabor de produtos horticolas (AMIOUR, HAMBABA, 2016).

A grande maioria das peroxidases sdo hemeproteinas, ou seja, apresentam um grupo
prostético heme (Fe3") no seu sitio ativo (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2008),
onde a enzima peroxidase extraida de rabano (HRP) é a mais estudada e a de maior valor
comercial (KRAINER, GLIEDER, 2015). Além do grupo heme, essa enzima é formada por
uma cadeia de polipeptideos, dois atomos de célcio e cadeias laterais de hidratos de carbono

(VEITCH, 2004), sendo sua estrutura terciaria representada na Figura 8.

Figura 8 - Representacdo da estrutura terciaria da HRP contendo o grupo heme (vermelho),

dois atomos de célcio (azuis), estrutura hélice-a (roxo) e estrutura folha-g (amarelo)

OH  HO

Fonte: VEITCH (2004)
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No ciclo catalitico das peroxidases (Figura 9), a forma férrica da peroxidase, aqui
denominada de HRP (Fe3"), é oxidada pelo H,O, ao composto | (radical oxiferril), formando a
espécie Fe**=0 radicalar, que apresenta alta capacidade oxidante. Um substrato doador de
elétrons (exemplo: guaiacol) reduz o composto | a composto Il, porém o ferro continua na
forma de Fe**. Com uma transferéncia de elétrons a partir de outra molécula do substrato para
a enzima, a peroxidase volta a sua forma nativa, ou seja, o ferro volta ao seu estado de
oxidacio Fe** (MARCOS et al., 2014).

Figura 9 - Ciclo catalitico da peroxidase

H,0,
Substrato oxidado + H,0
Substrato doador H,O
de elétrons
Composto Il Composto |

(Fe4+) (F eA+)o

Substrato Substrato doador
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Fonte: Adaptado de MARQUES, YAMANAKA (2008)

Segundo Marques e Yamanaka (2008), quando um inibidor é introduzido no meio
reacional, ele pode se coordenar com o composto intermediario I, 0 que acarretara em um
decréscimo da atividade enzimatica, caracterizando-se como um tipo de inibicéo
incompetitiva. Entretanto, as peroxidases também sdo inibidas com facilidade por agentes
quimicos que se ligam ao grupo prostético heme (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA,
2008).

Além da atemdia, varios extratos vegetais estdo sendo usados como fonte enzimatica
de peroxidase em biossensores, tais como de jilo6 (OLIVEIRA, FERNANDES, VIEIRA,
2006), pinhdo (FRITZEN-GARCIA et al., 2009), alfafa (MOCCELINI et al., 2010), inga-cip6
(OLIVEIRA et al., 2014) e abobrinha (LUPETTI et al., 2005).

Em relacdo a abobrinha, esse vegetal pode ser encontrado em muitas formas, de
esférico a alongado, e variar na cor da casca de verde escuro a claro, as vezes com manchas

ou listras finas brancas (ISWALDI et al., 2013). Na literatura € reportado que o extrato
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enzimatico de peroxidase obtido de abobrinha atraves de extracdo com solugdo tampédo
fosfato de sodio, com posterior filtracdo e centrifugacdo, apresenta uma alta atividade
enzimética de peroxidase: 330,3 U/mL (abobrinha de extremidades alongadas), 2762,8 U/mL
(abobrinha com uma das extremidades arredondadas com superficie rajada) (FATIBELLO-
FILHO, SOUZA, VIEIRA, 2002); 6726 U/mL (FATIBELLO-FILHO, VIEIRA, 2002) e 3515
U/mL (FERNANDES, OLIVEIRA, VIEIRA, 2007).

3.6 Consideracdes sobre o estado da arte

A importéncia da preservacdo dos recursos hidricos tem levado & necessidade de
monitorar a contaminacdo nestes ambientes, onde a leitura do estado da arte revelou que
mesmo o glifosato sendo um pesticida tdo presente na agricultura e, dessa forma, presente
indiretamente na vida da populagdo mundial, hd poucos estudos realizados utilizando
dispositivos de biossensoriamento para sua detecgdo e destes, nenhum utiliza um cantilever
como transdutor de sinal, ou seja, como forma de transformar o reconhecimento do analito
pela camada sensora em um sinal analitico. Para a deteccdo de glifosato em agua, 0s métodos
analiticos tradicionais sdo o0s cromatograficos, que apesar de eficientes, apresentam
limitacGes, sendo a principal a necessidade de derivatizacdes.

A aplicacdo de nanobiossensores baseados em cantileveres ja vem sendo empregada
com sucesso para a deteccdo de outros pesticidas, pois sdo dispositivos versateis, compactos e
que exibem resposta em tempo real, porém como mostrado no estado da arte, uma etapa
critica é a escolha de uma molécula biologica que possua especificidade para o analito.

Diante disso, a aplicacdo de biossensores de cantilever para a deteccdo de glifosato é
uma tecnologia emergente que possibilitard o desenvolvimento de uma técnica analitica
alternativa aos métodos tradicionais. Cabe ressaltar que a enzima peroxidase, amplamente
encontrada em tecidos vegetais, apresenta grande potencial para ser aplicada como camada
sensora, Vvisto da sua inibicdo na presenca do analito. Como até o presente momento nédo
foram encontrados trabalhos na literatura utilizando extrato enzimatico bruto para aplicacdo
como camada sensora em biossensores de cantilever, seu emprego conferira originalidade ao

trabalho proposto.
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4 MATERIAIS E METODOS
Neste item serdo descritos os materiais e métodos utilizados para a obtencdo do extrato
vegetal de peroxidase bem como sua utilizagdo no desenvolvimento do biossensor de

cantilever e a avalicdo da resposta do biossensor na deteccdo do herbicida glifosato em agua.

Um esquema das etapas envolvidas neste estudo esté ilustrado na Figura 10.

Figura 10 - Viséo geral das etapas desenvolvidas no presente estudo
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Fonte: O autor

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram realizados nos Laboratorios de
Biotecnologia de Alimentos, Processos de Separacdo/Termodindmica e de Instrumentacdo
Analitica, da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — Campus de
Erechim, exceto quando mencionado outro local.

Todo material utilizado (balGes volumeétricos, espatulas, béqueres, vidro relégio, placa
de petri, etc) foi submetido a um procedimento de limpeza com solucdo de acido nitrico 3M,

com posterior lavagem exaustiva com agua destilada (OS10LXE — Gehaka), deionizada
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(Permution) e Milli-Q (Millipore), para assegurar a auséncia de quaisquer residuos organicos
que pudessem interferir nas analises.

Todos os reagentes utilizados nos experimentos estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Reagentes utilizados para a realizacdo do trabalho experimental

Nome Marca
Acido nitrico (65%) Quimica Moderna
Fosfato de s6dio monobasico monohidratado P.A. Synth
Fosfato de sodio dibasico anidro Vetec
Polivinilpirrolidona K 90 (PVP) Fluca Chemica
Guaiacol Sigma-Aldrich
Perdxido de Hidrogénio (H20,) (29%) Synth
Alcool absoluto (99,5%) Quimex
Alcool isopropilico Vetec
Acido 16-mercaptohexadecandico (16-MHD) (90%) Sigma Aldrich
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) Sigma-Aldrich
N-hidroxisuccinimida (NHS) Sigma-Aldrich
Glifosato (98,5%) Dr. Ehrenstorfer GmbH
Mesotriona Sigma-Aldrich

4.1 Extrato bruto contendo peroxidase

Para o desenvolvimento deste trabalho foi selecionada a abobrinha (Cucurbita pepo)
como fonte vegetal de peroxidase, em razdo de sua facil aquisicao, custo reduzido e por estar
disponivel comercialmente durante todo o ano. As abobrinhas, tipo Italia, foram adquiridas no
comercio local e escolhidas por padronizacdo da aparéncia exterior (casca verde escura com
listras brancas finas, sem lesdes, com textura firme e brilhosa) e interior (polpa clara, com

sementes pequenas) conforme Figura 11.
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Figura 11 - (a) Aparéncia exterior e (b) interior da abobrinha

Fonte: O autor

4.1.1 Preparacdo do extrato bruto

Os extratos vegetais contendo peroxidase foram obtidos segundo o método descrito
por Fatibello-Filho e Vieira (2002) e Oliveira et al. (2012a), com modificacdes.

As abobrinhas foram lavadas em agua corrente, descascadas e picadas em cubos,
sendo que 25g do tecido vegetal foi homogeneizado em um liquidificador (poténcia alta) com
100 mL de solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1M, por 1 min. Em seguida, 0 extrato foi
filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado (Centrifuge MPW — 351R) a 4°C. A
solucdo sobrenadante foi dividida em diversas aliquotas e armazenada em eppendorfs
envoltos por papel aluminio em refrigerador, com temperatura monitorada em 4°C, sendo

utilizada como fonte enzimatica de peroxidase.

4.1.1.1 Influéncia das condicdes de extracdo

Para avaliar a influéncia das condicGes de extracdo sobre a estabilidade foram
realizados ensaios em diferentes pHs de solucdo tampdo fosfato de sddio 0,1M (7,0; 6,5 e
6,0), em razdo de que na literatura sdo encontrados trabalhos que reportam a obtencdo do
extrato bruto de peroxidase a partir de abobrinha utilizando solugdes tampédo fosfato de sddio
com pHs que variam entre 6,0 e 7,0 (FATIBELLO-FILHO, SOUZA, VIEIRA, 2002;
FATIBELLO-FILHO, VIEIRA, 2002; FERNANDES, OLIVEIRA, VIEIRA, 2007), e
também na presenca e na auséncia de um agente protetor (2,5 g de PVP). O agente protetor é
empregado para remover compostos fendlicos naturais dos extratos enzimaticos, para estes

ndo serem oxidados pela enzima peroxidase. Na etapa de obtencdo do extrato bruto, apos
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centrifugacdo, o agente protetor é separado do sobrenadante que contém a peroxidase, em
razdo da sua baixa solubilidade (ZERAIK et al., 2008).

Nos ensaios realizados na auséncia de agente protetor foi utilizada uma centrifugagéo
de 2000 r.p.m. durante 20 min (OLIVEIRA et al., 2012a), enquanto que nos ensaios
realizados na presenca de agente protetor, a centrifugacdo foi a 10000 r.p.m. durante 36 min
(FATIBELLO-FILHO, VIEIRA, 2002), ambos a 4°C.

4.1.2 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade da peroxidase nos extratos brutos foi determinada pela técnica de
espectrofotometria no UV/Vis, baseada na reacdo entre o guaiacol e o per6xido de hidrogénio,
a qual é catalisada pela peroxidase, formando como produto o tetraguaiacol, de coloracéo

alaranjada (Figura 12) (ZERAIK et al., 2008).

Figura 12 - Reacdo catalisada pela peroxidase
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Fonte: ZERAIK et al. (2008)

A metodologia empregada foi a descrita por Fatibello-Filho e Vieira (2002), que
consistia da mistura de 2,7 mL de guaiacol 0,05M, 0,1 mL de H,O, 0,01M e 0,2 mL do
extrato enzimatico, diretamente na cubeta de quartzo, de 1 cm de caminho Optico, realizando
duas agitacGes manuais com a cubeta.

A absorbancia foi lida no comprimento de onda (1) de 470 nm (espectrofotdmetro da
Espectro Vision), imediatamente ap6s a mistura dos reagentes até um tempo reacional de 2
minutos. As medidas foram realizadas em uma sala climatizada a 20°C e em triplicata.

Uma unidade de atividade (U/mL) é definida como a quantidade de enzima que causa
0 aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto nas condicbes mencionadas
(OLIVEIRA et al., 2012a), sendo calculada a partir da equacéo 6.
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. L AAbsorbancia x 1000
Atividade enzimatica (U/mL) = Aty (Eq. 6)

onde: AAbsorbancia = variagdo de absorbancia; At = variacdo do tempo reacional, em

minutos (2 minutos); v = volume do extrato enzimatico utilizado no ensaio, em mL (0,2 mL).
4.1.2.1 Estabilidade a armazenagem a 4°C

Periodicamente, a atividade enzimatica foi monitorada para verificagdo da
estabilidade, sendo que as atividades residuais foram determinadas pela equacéo 7. No dia
inicial, a atividade enzimética foi considerada 100%.

.. . _ Afinal
Atividade residual (%) = 1 X 100 (Eq. 7)

inicial

onde: Ajpnicial © Afinal S80 as atividades no dia inicial e no dia definido para monitoramento,
respectivamente.
Do 1° até o 300 dia, a atividade foi avaliada de 5 em 5 dias, e apds esse periodo foram

feitas analises no 40° e no 702 dia, em funcdo de um tempo de armazenamento maior.
4.1.3 Potencial Zeta

Para a utilizacdo de extratos vegetais como fonte enzimatica em biossensores €
importante conhecer suas propriedades, entre elas o potencial zeta, a fim de tornar efetiva sua
imobilizacdo na superficie do biodispositivo.

O potencial zeta pode ser entendido como o potencial existente no local onde os ions
formam uma entidade estavel ao redor de uma particula de carga oposta, local este
denominado de “plano deslizante”. Tal parametro determina uma repulsdo ou atracdo
eletrostatica entre particulas ou entre uma particula e uma superficie (DOUGHERTY et al.,
2008).

Neste caso, a analise do potencial zeta visou calcular o ponto isoelétrico e caracterizar
0 tipo de carga superficial do extrato bruto de abobrinha na condicdo utilizada na

funcionalizacdo do cantilever.
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Um frasco de vidro ambar contendo cerca de 60 mL do extrato bruto de abobrinha
(extracdo com solucdo tampéo fosfato de sédio 0,1M pH 7,0 na auséncia de agente protetor),
fonte da enzima peroxidase, foi acondicionado em uma caixa de isopor com bolsa de gelo e
enviado a EMBRAPA Instrumentacdo, em S&o Carlos — SP, onde foram realizadas as
medidas do potencial zeta.

Tal andlise foi realizada em equipamento Zetasizer Nano ZS Zen3600 (Malvern
Instruments Ltd.), a temperatura de 25°C, e utilizando aliquotas de 1 mL de extrato bruto com
valores do pH do meio previamente ajustados com solucdo de &cido cloridrico 0,1M até pH
1,0.

4.2 Desenvolvimento do biossensor nanoestruturado de cantilever

Os cantileveres (ContGD-G) usados para o desenvolvimento do biossensor foram
adquiridos comercialmente (BudgetSensors), com as seguintes especificacbes do fabricante:
material de silicio revestido com 70 nm de ouro em um lado da superficie, frequéncia de
ressonancia de 13,0 (x4) kHz e constante de mola de 0,2 (0,07-0,4) N/m, apresentando as
seguintes caracteristicas geométricas: 450 um de comprimento (£ 10 pm), 50 um de largura

(£ 5 um) e 2 um de espessura (= 1 um), conforme ilustrado na Figura 13.

Figura 13 - (a) Vista lateral e (b) Vista superior com as caracteristicas geométricas do

cantilever utilizado para o experimento
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Fonte: Adaptado de BUDGETSENSORS (2016)

Os cantileveres com recobrimento de ouro foram escolhidos devido a alta afinidade

que este metal tém com o grupo tiol (-SH), e por isso esta camada ja faz parte das etapas de
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funcionalizacdo. Como a camada de ouro esté presente apenas no lado superior do cantilever,
isso proporcionard a funcionalizagdo unicamente deste lado e, assim, o0 mesmo podera ser
operado no modo estéatico (TAMAYO et al., 2013).

O cantilever escolhido apresenta uma baixa constante de mola, o que resulta em uma
maior sensibilidade para as medicGes no modo estatico em meio liquido, ou seja, maiores
deflexbes. Apesar de cantileveres longos e finos serem mais sensiveis para esse modo de
operacao, tais caracteristicas aumentam a amplitude de oscilagdo térmica e o nivel de ruido
durante a medida (CARRASCOSA et al., 2006; FRITZ, 2008), o que ndo é desejavel.

4.2.1 Limpeza da superficie do cantilever

Os cantileveres foram transferidos individualmente para uma placa de petri, onde
foram imersos em alcool isopropilico, durante 2 min, para lavagem, assim removendo

interferentes da superficie, e entdo secos, a temperatura de 20°C, por cerca de 15 min.

4.2.2 Funcionalizacdo da superficie do cantilever para obtencéo do biossensor

A imobilizacdo da peroxidase de fonte vegetal na superficie do cantilever foi realizada
por meio da técnica de SAM, empregando agentes reticuladores (EDC/NHS) para ligacédo
covalente com moléculas de alcanotiois. O procedimento de funcionalizacdo do cantilever foi
realizado de acordo com Velanki e Ji (2006), com modificacdes, consistindo das seguintes
etapas:

1% Etapa: Imersdo do cantilever em uma solugéo de acido 16-MHD 2mM em meio etanélico,
por overnight (16h). Apds, foi realizada a lavagem do cantilever com agua Milli-Q (2 min) e
secagem em temperatura ambiente por 15 min.

2% Etapa: Imerséo do cantilever em uma mistura de EDC 1mM/NHS 1mM 4:1 (v/v) durante
10 min. A mistura das solucdes foi feita no momento da utilizacdo, pois se a mistura for
preparada muito tempo antes, ha diminuicdo da eficiéncia da imobilizacdo (TIAN et al.,
2016). A seguir, foi realizada a lavagem com agua Milli-Q (2 min) e secagem em temperatura
ambiente por 15 min.

3% Etapa: Imersdo do cantilever no extrato bruto de abobrinha (extracdo com solugdo tampao
fosfato de so6dio 0,1M pH 7,0 na auséncia de agente protetor), utilizado como fonte enzimatica

de peroxidase, contendo 1550 unidades de peroxidase, durante 10 min. Posteriormente, foi
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realizada a lavagem do cantilever com solucgéo tampéo fosfato de sddio 0,1M pH 7,0 (2 min) e
secagem em temperatura ambiente por 15 min.

As lavagens realizadas apds cada etapa tinham o objetivo de remover as moléculas que
ndo ficaram adsorvidas na superficie.

As etapas de funcionalizagdo foram realizadas utilizando como suporte um vidro
relégio, onde o cantilever era imerso na solugdo (Figura 14), e entdo tampado com uma placa
de petri durante o tempo de contato. Tais procedimentos foram realizados em uma sala
climatizada a 20°C, pois temperaturas maiores que esta diminuem a eficiéncia da reticulacéo
(WANG et al.,, 2011).

Figura 14 - Modo de imersédo do cantilever para funcionalizacao

Fonte: O autor

O biossensor foi armazenado sob refrigeracdo (4°C), a seco, dentro de placas de petri,
quando ndo estava sendo utilizado no microscépio de forca atdmica e, antes da sua utilizacdo,
o0 mesmo ficava em temperatura de 25°C por 30 min, para estabilizar sua temperatura com a

do ambiente.
4.2.3 Caracterizacdo da superficie do biossensor
As andlises de caracterizacdo da superficie do biossensor foram realizadas antes e apds

cada etapa da funcionalizacdo do cantilever. Para estas andlises, a funcionalizacdo foi

realizada em placas de silicio (1 cm?), onde foi depositada uma camada de 20 nm de ouro por
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meio da técnica Sputtering. Assim, o material da placa ficou similar ao do cantilever utilizado,

permitindo realizar as demais etapas da funcionalizacéo.

4.2.3.1 Espectroscopia de absorcdo de reflex&o por infravermelho modulada por polarizacéo
(PM-IRRAS)

A espectroscopia de absorcao de reflexdo por infravermelho modulada por polarizagao
(PM-IRRAS) é uma técnica sensivel utilizada para caracterizar a estrutura quimica de
monocamadas adsorvidas sobre superficies metélicas, como de ouro (FREY, CORN,
WEIBEL, 2006).

Os espectros PM-IRRAS foram obtidos num espectrofotometro KSV, modelo PMI
550 (KSV Instruments), com resolucdo espectral de 8 cm™ e angulo incidente de 81°. Tal
andlise foi realizada no Instituto de Fisica, da Universidade de S&o Paulo — USP, campus S&o
Carlos — SP.

4.2.3.2 Microscopia de forca atomica (AFM)

A técnica de AFM foi utilizada para avaliar a topografia e a rugosidade da superficie
do biossensor, bem como medir a espessura total das camadas de funcionalizacéo.

Nesta analise, a ponta de um cantilever realiza uma varredura na superficie da amostra
para medir sua topografia. A mudanca na altura da superficie € medida pela localizacdo do
feixe de laser refletido no fotodetector, o que gera um mapa topografico da superficie,
permitindo assim calcular os valores de rugosidade superficial, a qual é devida a presenca de
irregularidades na superficie, bem como calcular a espessura da camada depositada
(GODDARD, HOTCHKISS, 2007; GUO, ZHU, LOH, 2017).

As analises foram realizadas em um microscépio de forca atdmica (EasyScan 2
FlexAFM System, Nanosurf), na Embrapa Instrumentacdo, em Sdo Carlos — SP, utilizando
um cantilever de silicio, modelo Tap-150-G (BudgetSensors), de frequéncia de ressonancia de
150 (£75) kHz e constante de mola de 5 (1,5-15) N/m. Todas as imagens foram obtidas em
modo dindmico e a varredura realizada no modo tapping.

Para as analises de topografia e rugosidade, as imagens foram obtidas em uma area de
25 pm?, com resolucdo de 515 x 512 pontos e velocidade de varredura de 0,8 a 0,9s/linha. A

raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) foi calculada usando o software Gwyddion
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(Verséo 2.45), em diferentes locais da imagem. Rms é uma funcdo da média do desvio dos
picos e vales presentes no perfil da superficie do material (LEITE et al., 2005).

Para a medida de espessura, utilizou-se uma agulha de aco para fazer um risco sobre a
placa contendo todas as camadas de funcionalizacdo. A imagem topografica (&rea de
400 pm?, com resolucdo de 515 x 512 pontos e velocidade de varredura de 1,5s/linha) foi
obtida na interface entre a regido da superficie que continha a camada sensora e a que teve a
camada removida, mas permanecendo com a camada de ouro. A espessura foi calculada
utilizando o software Gwyddion (Versao 2.45), por meio da diferenca de altura entre as duas

regides, em varios locais da imagem.

4.3 Aplicacéo do biossensor nanoestruturado na detec¢do do herbicida glifosato

A resposta do biossensor nanoestruturado, obtido por meio da funcionalizacdo do
cantilever com peroxidase de fonte vegetal, em relacéo ao herbicida glifosato foi avaliada no
modo estatico, por meio da realizacdo de uma imagem no microscépio de forca atbmica
(Nanosurf), em modo contato, utilizando o método de feixe dptico, onde a deflexdo do
cantilever € obtida por meio do acompanhamento da posicdo do feixe de laser, o qual é
refletido para um fotodetector de quatro quadrantes, sensivel a posicdo (SANG, ZHANG,
ZHAO, 2013) (Figura 15), sendo que a distancia percorrida no fotodetector é proporcional a
deflexdo do cantilever (RAITERI et al., 2001).

Figura 15 - Monitoramento da deflexdo por meio do método de feixe dptico

Cantilever

Fonte: Adaptado de CHOW, BUCAR, JONES (2012)
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Para as analises foi preparada uma solucdo de glifosato na concentracdo de 100 mg/L,
e a partir desta, as solucbes de trabalho de 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 e 10 mg/L utilizando-se agua
Milli-Q. Estas solucdes apresentam concentracGes abaixo e acima do limite maximo
permitido de glifosato em &guas pelas legislacbes brasileiras (BRASIL, 2005; BRASIL,
2011). Todas as solugbes foram armazenadas em frascos de vidro &mbar e sob refrigeracéo
(4°C).

4.3.1 Obtencdo da resposta no microscépio de forca atbmica

Para obter as respostas no microscopio de forca atbmica, o cantilever, acoplado a um
suporte denominado de canticlip, foi inserido junto ao scanner do equipamento, ajustando-se
o laser na extremidade final da haste, verificando sua intensidade, seguido do alinhamento do
laser no centro do fotodetector. Apos isso, uma gota de liquido (0,5 mL) era injetada sobre
uma placa de ago inoxidavel, de modo que o cantilever ficasse totalmente imerso nesta gota

(Figura 16), sendo o laser novamente alinhado no centro do fotodetector.

Figura 16 - Imersdo do cantilever em meio liquido para obtencéo da resposta no microscopio

de forca atdmica

Fonte: O autor

Entdo, a resposta era monitorada por meio da criacdo de uma imagem, realizada nos
seguintes parametros: area de 0 pm? (o cantilever ndo realizava uma varredura nos eixos x e y
dentro da gota de liquido), resolucao de 2700 x 2700 pontos (a imagem era formada por 2700

linhas, representando os pontos de resposta) e tempo de 1s/linha para obtencéo da resposta.
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Nestes parametros, a duracdo de cada analise era de 90 min. Transcorrido este tempo, a gota
de liquido era retirada e injetava-se outra gota.

As imagens obtidas foram convertidas em um gréafico de Voltagem, em volts (V) X
Tempo de contato, em segundos, por meio do software Gwyddion (Versdo 2.45), sendo o0s
dados exportados para o software Origin (versdo 6.0), onde foram tratados. A voltagem lida
foi proveniente do sinal do fotodetector do equipamento.

No decorrer do trabalho foi constatado que como os cantileveres sdo dispositivos
muito sensiveis e levando em consideracdo a propria eletronica do equipamento de AFM,
qualquer vibracdo do ambiente externo bem como variagdes de temperatura no momento da
realizacdo da imagem podem influenciar no resultado da analise, comprometendo os dados.
Diante disso foi necessario projetar uma caixa para ser colocada em cima do cabecote do
microscopio de forca atdmica durante a realizacdo das imagens, de modo a diminuir a
influéncia de vibracGes externas. Essa caixa foi feita com fibra de media densidade (MDF)
(comprimento = 40 cm, altura = 32 cm, largura = 40 cm e espessura = 10 mm), em razéo do
baixo custo do material.

Nesta caixa de MDF foi acoplado um sistema de resfriamento, tendo por base uma
pastilha Peltier com dimensdes de 50 x 53 mm. Este elemento, quando ligado a uma fonte de
corrente continua (CC) tem uma de suas faces resfriadas e a outra aquecida. Em ambas as
faces foram acoplados dissipadores de calor aletados. A face resfriada e seu dissipador ficou
na parte interna da caixa de MDF e a face aquecida e seu dissipador ficou na parte externa da
caixa de MDF. O dispositivo foi montado na parte superior da caixa de MDF 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 durante as analises foi em torno de 5,5 V
CC, o que garante o resfriamento e impulsiona os microventiladores com baixa velocidade,
minimizando o ruido para nao interferir nos experimentos.

Para controlar a temperatura interna da caixa de MDF, para que ndo abaixe além do
necessario, foi utilizado um sistema de controle baseado em um sensor PT100 situado no
interior da caixa e conectado a um controlador digital externo, o qual desliga a fonte do
sistema Peltier caso a temperatura atinja o valor minimo programado. Assim a temperatura de
realizacdo dos ensaios foi mantida a 25,0 (0,3) °C.

Uma imagem das partes que compdem o microscopio de forca atdbmica e o sistema de

resfriamento é mostrada na Figura 17.
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Figura 17 - Microscopio de forga atbmica com sistema de resfriamento acoplado em uma
caixa de MDF. (a) Controlador C3000, (b) Mesa anti-vibratdria, (c) Porta Amostra, (d)
Cabecote, (e) Controlador Easyscan 2, (f) Fonte do sistema Peltier, (g) Controlador digital

externo de temperatura, (h) Caixa de MDF acoplada ao microventilador externo

Fonte: O autor

4.3.2 Resposta ao herbicida glifosato

A resposta do biossensor nanoestruturado (cantilever funcionalizado com extrato bruto
de abobrinha, fonte enzimética de peroxidase) foi avaliada em agua Milli-Q e nas diferentes
concentragdes de glifosato preparadas (0,01; 0,1; 0,5; 1,0 e 10 mg/L).

Foi também avaliada a resposta de um cantilever de silicio (CONTR — NanoWorld)
ndo funcionalizado, o qual ndo continha nem mesmo a camada de ouro sobre um lado da
superficie, pois esta camada ja faz parte da funcionalizacdo. Este teste foi denominado de
“branco” e realizado utilizando a concentracdo de 0,1 mg/L de glifosato.

A durabilidade do biossensor nanoestruturado, sob armazenamento a seco a 4°C, foi
avaliada em relacéo a sua resposta no dia inicial. Essa anélise foi realizada no 8° e 25° dia de

armazenamento, utilizando uma concentragdo de 0,1 mg/L de glifosato.
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4.4 Teste complementar — resposta do biossensor nanoestruturado ao herbicida

mesotriona

Como teste complementar para avaliar a possivel interacdo da camada sensora com
outro herbicida, 0 mesmo biossensor aplicado para analise de glifosato foi submetido a uma
analise com o herbicida mesotriona, em uma concentracdo de 0,05 mg/L, no 25° dia de
armazenamento a seco a 4°C. Para esta analise, a resposta foi obtida da mesma maneira

demonstrada no item 4.3.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo e estabilidade do extrato bruto contendo peroxidase

A presenga da enzima peroxidase nos extratos brutos obtidos da abobrinha por meio
de um método simples, rapido e de custo reduzido foi confirmada pela anélise de atividade
enzimética realizada periodicamente para monitoramento da estabilidade. Os resultados da
estabilidade da atividade enzimatica de peroxidase nos extratos brutos obtidos em diferentes
condicdes de extracdo e armazenados a 4°C sdo mostrados na Figura 18.

Para as extracOes realizadas a pH 7,0 (Figura 18.a), observou-se que o extrato que
apresentou a melhor estabilidade da atividade da peroxidase foi o obtido na auséncia do
agente protetor, permanecendo com 87% de atividade residual ao final do tempo avaliado (70
dias). Apesar de que na literatura é citada uma melhora na estabilidade da atividade
enzimatica quando a extragdo € realizada na presenca de agentes protetores (FATIBELLO-
FILHO, VIEIRA, 2002), o contato da enzima com 0 agente protetor pode apresentar efeito
antagbnico, conforme também verificou Garcia (2010) ao extrair a peroxidase do pinhdao em
solucéo tampdo fosfato de sddio 0,1M pH 7,0 na auséncia e presenca de diversos aditivos, tais
como o PVP, onde a peroxidase extraida na presenca desse agente protetor apresentou uma
menor atividade e uma maior variacao de atividade durante o periodo analisado (21 dias).

Para 0s extratos brutos obtidos a pH 6,5 (Figura 18.b), o uso do agente protetor causou
uma melhora na estabilidade da atividade da peroxidase (70% de atividade residual ao final
dos 70 dias de armazenamento), porém, esta condicdo apresentou maiores desvios nas
medidas de atividade enzimatica para 0 mesmo dia.

Os extratos brutos obtidos a pH 6,0 (Figura 18.c), tanto na auséncia quanto na
presenca de agente protetor, foram os que apresentaram as maiores oscilaces de atividade
residual de peroxidase durante o periodo de armazenamento. Tais resultados diferem de
Vieira, Lupetti e Fatibello-Filho (2003), que ao avaliarem a estabilidade da peroxidase obtida
de abobrinha (extracdo com solucdo tampdo fosfato 0,1M pH 6,0 na presenca de agente
protetor) observaram uma boa estabilidade ao longo de 80 dias de armazenamento, sendo que
a atividade residual apresentou oscilacdes de cerca de 20%. A diferenca encontrada para uma
mesma condicdo de extracdo pode ser explicada em razdo do tipo de abobrinha utilizada
(variedade) e condicBes geograficas (clima e solo de plantio), fatores estes que também

influenciam no comportamento da estabilidade da atividade enzimética do extrato bruto.



57

Figura 18 - Estabilidade da atividade enzimatica de peroxidase dos extratos brutos obtidos em

solucdo tampao fosfato de sodio 0,1M (a) pH 7,0; (b) pH 6,5 e (c) pH 6,0

(a)

(b)

(©)

Fonte: O autor
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Em vista de que o extrato bruto de abobrinha obtido a pH 7,0 na auséncia de agente
protetor apresentou a melhor estabilidade da atividade enzimatica de peroxidase ao longo de
70 dias de armazenamento, nas condi¢Bes estudadas, mantendo-se, durante este periodo, com
cerca de 80% de atividade residual, e também para eliminar possiveis interferentes da
utilizacdo de agente protetor, essa condicdo de extracdo foi definida para ser utilizada nas
etapas posteriores, com a aplicacdo do extrato bruto de abobrinha como fonte enzimatica de
peroxidase na funcionalizacdo do cantilever para obtencdo de um biossensor com vistas a
deteccéo do herbicida glifosato.

Uma nova extracdo na condigdo definida foi realizada para a utilizagdo como camada
sensora no cantilever. A atividade enzimatica da peroxidase neste extrato também foi avaliada
e 0s resultados sdo mostrados na Tabela 5. Tais resultados mostram uma alta atividade
enzimatica e estdo de acordo com o esperado em relacdo a sua estabilidade, ja que em 120

dias de armazenamento, o0 extrato apresentava 66% de atividade residual.

Tabela 5 - Atividade enzimatica e atividade residual de peroxidase no extrato bruto de

abobrinha
Dia Atividade enzimatica (U/mL) Atividade residual (%0)
1 1633 + 54 100+ 3
40 1554 + 30 95+3
60 1384 + 162 85+ 10
120 1088 + 25 66 + 2

Meédia (3 repeticdes) + Desvio padréo
Fonte: O autor

5.1.1 Potencial Zeta

Os resultados para a medida do potencial zeta do extrato bruto de abobrinha, fonte
vegetal da enzima peroxidase, obtido a pH 7,0 na auséncia de agente protetor, ao se variar o
pH do meio sdo mostrados na Figura 19, onde é possivel observar que em regides mais acidas,
0 extrato tornou-se mais carregado positivamente, enquanto que proximo a neutralidade, o
mesmo adquiriu mais cargas negativas. Conforme Kirkwood et al. (2015), as proteinas podem
adquirir mais cargas positivas ou negativas por ganhar ou perder prétons devido ao pH do seu

ambiente.
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Figura 19 - Influéncia do pH na medida do potencial zeta do extrato bruto de abobrinha
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Fonte: O autor

A partir da inflexdo da curva de potencial zeta versus pH determinou-se o ponto
isoelétrico, que é compreendido como o pH em que ocorre um equilibrio entre as cargas
positivas e negativas, sendo a carga liquida igual a zero, ou seja, € o pH em que o potencial
zeta é igual a zero (KIRKWOOD et al., 2015). Conforme Figura 19, o valor do ponto
isoelétrico para o extrato bruto de abobrinha, fonte enzimatica de peroxidase, esta localizado
em pH 3,3.

As peroxidases encontradas em vegetais sdo constituidas por uma série de isoenzimas,
que variam em funcdo da fonte vegetal, e que assim podem apresentar diferentes pontos
isoelétricos (THONGSOOK, BARRETT, 2005). Casella et al. (1993) ao realizarem a extracao
da peroxidase da casca de abobrinha em fase inicial de crescimento utilizando agua com
posterior purificacdo e eletroforese preparativa, relataram a existéncia de isoenzimas
anidnicas e catidnicas, com pontos isoelétricos de 3,8 e 9,0, respectivamente, porém a
quantidade da isoenzima catidnica foi muito baixa em comparacdo com a forma anibnica.
Deste modo, o ponto isoelétrico de 3,8 é proximo ao resultado obtido no presente estudo
(3,3).

Segundo Bhattacharjee (2016), a caracterizacdo dos materiais quanto ao potencial zeta
permite ainda determinar o tipo de carga predominante em uma condicdo especifica e assim
prever quais moléculas ligantes podem ser usadas para sua aplicacdo na funcionalizagdo de

superficies. Como em valores de pH acima do ponto isoelétrico, a carga superficial é negativa,
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isso indica que em pH 7,0, pH do extrato bruto que serd utilizado como fonte enzimética de

peroxidase na funcionalizagdo do cantilever, hd a predominancia de cargas negativas.

5.2 Desenvolvimento do biossensor nanoestruturado

Uma etapa chave para o desenvolvimento de qualquer biossensor ¢é a definicdo de um
elemento bioldgico que possua especificidade para o analito de interesse. Conhecendo a
estrutura e caracteristicas dessa molécula e tambem do eletrodo onde devera ser imobilizado,
projeta-se um modo adequado para sua funcionalizacao.

Neste sentido, a Figura 20 mostra um esquema proposto para a funcionalizacdo do
cantilever por meio da imobilizacdo do extrato bruto de abobrinha, fonte enzimética de
peroxidase, para a posterior deteccdo do glifosato.

Inicialmente, a superficie de ouro do cantilever foi modificada quimicamente com o
acido 16-MHD para formar as monocamadas automontadas (Figura 20.a). O acido 16-MHD ¢
um alcanotiol de cadeia longa (16 carbonos), proporcionando SAMs mais ordenadas. O grupo
tiol (-SH), localizado em uma de suas extremidades, adsorve na superficie do ouro através da
formacdo de uma ligagéo tiolato (GOODING, HIBBERT, 1999) enquanto o grupo carboxila
presente na outra extremidade fica disponivel.

Para imobilizar covalentemente a enzima peroxidase sobre a superficie do cantilever,
0s grupos carboxila do acido 16-MHD foram acoplados aos grupos amina primario presente
na estrutura da peroxidase por meio dos agentes de reticulacdo EDC e NHS, em razéo de que
a analise de potencial zeta mostrou que o extrato bruto de abobrinha, utilizado como fonte
enzimatica de peroxidase, continha disponivel mais cargas negativas na condi¢do que estava
sendo utilizado. Essas cargas negativas sdo provenientes do grupo COOH, também presente
na estrutura da enzima, assim tornando menos favoravel a ligacdo direta entre o 4cido 16-
MHD e a enzima e aumentando as chances da mesma nao se ligar de forma efetiva.

O EDC é a carbodiimida mais popular usada para conjugar substancias contendo
grupos carboxilas e grupos aminas. Este agente de reticulacdo reage com o grupo carboxila
formando o-acilisoureia, um intermediario instavel e reativo (Figura 20.b).

Na presenca de uma amina primaria, proveniente de uma enzima, por exemplo, tal
espécie reage com esse intermediario instavel, formando uma ligacdo amida estavel e o
subproduto de EDC é liberado na forma de um composto soluvel. Entretanto, em solucao

aquosa, o intermediario pode rapidamente sofrer hidrolise, regenerando o grupo carboxila.



61

Para aumentar a estabilidade do intermediario e favorecer a reacdo posterior com a
enzima, adiciona-se 0 NHS, que é um agente de reticulacdo que reage com aminas primarias.
A amina terciaria presente no NHS ao reagir com o intermediario o-acilisoureia, se liga ao
grupo carboxila formando um éster de NHS, intermediario semi-estavel, e liberando o EDC
(Figura 20.c).

Assim, a amina primaria presente na enzima, neste caso a peroxidase de fonte vegetal,
reage com esse intermediario de forma mais eficiente, ligando-se ao grupo carboxila, do &cido
16-MHD, pela formacdo de uma ligacdo amida estavel (O=C-N-H) (Figura 20.d), enquanto o
NHS é liberado em solucdo.

O produto final da reacdo utilizando o NHS ¢é idéntico ao obtido na reacdo utilizando
somente EDC, porém aquela é altamente eficiente e com maior rendimento na conjugacao.
(HERMANSON, 2013).

Figura 20 - Representacdo esquematica da funcionalizacdo do cantilever com peroxidase de
fonte vegetal por meio da técnica de SAM. Deposicdo das camadas de (a) acido 16-MHD, (b)
EDC, (c) NHS, (d) peroxidase

OH o] o \O
o o (o]
Acido s s s s
16-MHD | EDC | NHS | Peroxidase |
Ouro —_— Ouro —_——— QOuro —_— Ouro —_——— Quro
(@ (b) (©) (d)

Fonte: O autor

Um fator que exerce influéncia durante a ativacdo dos agentes de reticulacdo no
processo de imobilizacdo de moléculas biolégicas em biossensores é a propor¢do existente

entre EDC e NHS. Xia et al. (2013) relatam que a utilizagdo de maiores raz6es de EDC para
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NHS favorecem a transformacdo do intermedidrio o-acilisoureia em éster de NHS, e
consequentemente contribuem para a imobilizacdo da biomolécula. Entretanto, 0s mesmos

autores afirmam que a relacdo 6tima pode diferir devido a diferenca dos substratos utilizados.

5.2.1 Caracterizagao da superficie do biossensor

No desenvolvimento de biossensores é necessario realizar analises que confirmem que
as etapas utilizadas na funcionalizagdo do transdutor foram bem sucedidas, ou seja, que 0

elemento bioldgico estd imobilizado no cantilever.

5.2.1.1 Espectroscopia de absorcdo de reflexdo por infravermelho modulada por polarizacéo
(PM-IRRAS)

Os espectros de PM-IRRAS das etapas de funcionalizacdo do cantilever s&o

apresentados na Figura 21.

Figura 21 - Espectro PM-IRRAS das etapas de funcionalizacdo do cantilever. (a) Silicio +
Ouro + Acido 16-MHD; (b) Silicio + Ouro + Acido 16-MHD + EDC/NHS; (c) Silicio + Ouro
+ Acido 16-MHD + EDC/NHS + Peroxidase
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Fonte: O autor
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Por meio do espectro PM-IRRAS obtido na etapa de deposicdo do extrato vegetal de
peroxidase sobre a superficie de ouro previamente funcionalizada com &acido 16-MHD e
EDC/NHS (Figura 21), observa-se a presenca de bandas tipicas de enzimas: uma banda em
1655 cm™, a qual é atribuida ao grupo carbonila (C=0) da ligacdo amida, frequentemente
denominada de amida I, e uma banda em 1547 cm™, pertencente ao estiramento C-N da
amida, denominada de amida II.

Kreider et al. (2014) relataram as bandas amida | a 1659 cm™ e a banda de amida Il a
1548 cm™, como indicativas da presenca de HRP.

Como tais bandas ndo aparecem nos espectros PM-IRRAS das etapas de deposi¢do do

acido 16-MHD e do EDC/NHS, isso demonstra que a enzima foi imobilizada no substrato.
5.2.1.2 Microscopia de Forga Atémica (AFM)

Por meio da técnica de AFM foi possivel avaliar como a deposicdo das moléculas
durante a funcionalizagdo altera a rugosidade da superficie. A deposicdo de moléculas sobre
uma superficie pode ocorrer nos vales ou nos picos, que sdo, respectivamente, regiées abaixo
ou acima do plano médio da superficie (RODRIGUES, 2015). Assim, o calculo da rugosidade
leva em conta a diferenca entre a dimensdo destes componentes da superficie (KLAPETEK,
NECAS, ANDERSON, 2016).

A Figura 22 e a Tabela 6 apresentam, respectivamente, as imagens de topografia, em
2D, e os valores de rugosidade da superficie do cantilever ndo funcionalizado (silicio) e apds
cada etapa da funcionalizacdo para a construcéo do biossensor nanoestruturado.

Verifica-se por meio da Figura 22 que existem diferencas na topografia das etapas de
funcionalizacdo da superficie do dispositivo. O substrato de silicio (Figura 22.a) apresenta
uma superficie com dominios dispersos, enquanto que a camada contendo ouro (Figura 22.b)
exibe uma superficie mais lisa. Na superficie funcionalizada com acido 16-MHD (Figura
22.c) e EDC/NHS (Figura 22.d) verifica-se agrupamentos em formato de coluna. Com a
adicdo do extrato vegetal de peroxidase, observa-se que a superficie tornou-se mais
homogénea, com menos agrupamentos (Figura 22.e). Esse formato da topografia, referente a
funcionalizacdo do cantilever por meio da técnica de SAM, utilizando um alcanotiol, agentes
reticuladores (EDC/NHS) e enzima, é semelhante ao encontrado na literatura (STEUDE et al.,
2011).
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Figura 22 - Imagens 2D da superficie do cantilever durante as etapas de construcdo do
biossensor nanoestruturado. (a) Silicio — cantilever ndo funcionalizado. Deposicdo das
camadas de (b) ouro, (c) &cido 16-MHD, (d) EDC/NHS, (e) peroxidase
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Figura 22 - Imagens 2D da superficie do cantilever durante as etapas de constru¢do do
biossensor nanoestruturado. (a) Silicio — cantilever ndo funcionalizado. Deposicdo das
camadas de (b) ouro, (c) &cido 16-MHD, (d) EDC/NHS, (e) peroxidase (continuacéo)
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Fonte: O autor

Tabela 6 - Valores da raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) da superficie para as

etapas de construcdo do biossensor nanoestruturado

Etapa Rms (nm)
Silicio (sem funcionalizacéo) 3,61 +0,52
Silicio + Ouro 2,14+ 0,20
Silicio + Ouro + Acido 16-MHD 6,35 + 0,04
Silicio + Ouro + Acido 16-MHD + EDC/NHS 27,02 £0,82

Silicio + Ouro + Acido 16-MHD + EDC/NHS + Peroxidase 18,27 £ 0,31
Média (3 repeticdes) + Desvio padréo

Fonte: O autor
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Ao analisar a Tabela 6, observa-se que a superficie de silicio apresenta rugosidade de
3,61 (£0,52) nm mesmo sem haver a deposicdo de moléculas. Essa rugosidade pode ser
considerada uma caracteristica intrinseca do material.

A deposicdo da camada de ouro diminuiu a rugosidade da superficie para 2,14 (£0,20)
nm, como mostrado na Tabela 6. Como por meio da técnica de Spputering pode haver a
deposicdo de atomos de ouro sob a forma de conglomerados (RODRIGUES, 2015),
possivelmente esses conglomerados se depositaram nas regibes de vale, o que tornou a
superficie mais lisa (Figura 22.b). Yu-Cheng et al. (2008) ao desenvolverem um biossensor
Optico, também citam uma rugosidade baixa, cerca de 1-2 nm, para a camada de ouro
depositada pela técnica de Spputering sobre uma superficie de silicio.

A deposicdo da camada de &cido 16-MHD levou ao aumento da rugosidade da
superficie para 6,35 (£0,04) nm, como evidenciado na Tabela 6. Em razéo do acido 16-MHD
possuir alta afinidade pelo ouro, ha uma grande probabilidade de 0 mesmo se depositar nas
regides de picos, as quais estdo mais expostas, e, por ser uma molécula de cadeia longa, isso
também influencia para o aumento da rugosidade (Figura 22.c).

Quando se adicionou a mistura dos agentes de reticulagdo EDC/NHS, houve um
aumento da rugosidade da superficie para 27,02 (x0,82) nm, conforme observado na Tabela 6.
Kim et al. (2015) utilizaram a técnica de SAM para a constru¢cdo de um biossensor de
cantilever para a deteccdo do papilomavirus humano (HPV), os quais relataram um aumento
na rugosidade superficial quando houve a deposicdo das camadas de éacido 11-
mercaptoundecanoico e EDC/NHS sobre a superficie de ouro do cantilever. Este aumento da
rugosidade é devido a ocorréncia de alteragdes nos grupos funcionais que ficam expostos na
superficie, ou seja, da mudanca do ouro para o acido carboxilico e, apds, para o éster de NHS.

A deposicdo, em seguida, do extrato bruto de abobrinha, fonte enzimatica de
peroxidase, reduziu a rugosidade da superficie para 18,27 (x0,31) nm. Essa diminuicdo da
rugosidade indica a formacdo de uma camada de preenchimento, a qual preencheu 0s espacos
vazios, formando assim uma superficie mais homogénea (Figura 22.e). A deposicao de enzima
como camada de preenchimento também foi observada por Alonso et al. (2016), quando a
glucose oxidase foi imobilizada por meio de SAM baseada em alcenos sobre uma superficie de
platina oxidada para a construcdo de um biossensor.

Desta forma, a diferenca nos valores de rugosidade da superficie € um indicativo de
que ocorreu a deposicdo de camadas sobre a superficie do silicio, sugerindo assim que a

funcionalizacdo (Figura 20) foi realizada de forma eficiente.
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A espessura total das camadas de funcionalizacéo, obtida por imagem topogréfica na
regido de interface entre a superficie que continha a camada sensora e a que teve a camada
removida (mas permanecendo com a camada de ouro), acrescidos os 70 nm da camada de
ouro presente no cantilever, foi de 80,48 (x0,39) nm, ou seja, ela esta compreendida na escala
nanométrica (1 a 100 nm) (RAI et al., 2012). Por esta razdo, denominou-se o dispositivo de
sensoriamento desenvolvido como um biossensor nanoestruturado de cantilever. A

diminuicdo de tamanho resulta em uma maior area superficial para a detec¢do do analito.

5.3 Aplicagéo do biossensor nanoestruturado na detecgdo do herbicida glifosato

O glifosato é o herbicida mais utilizado mundialmente em plantagdes agricolas e, por
iSS0, é inevitavel que os corpos d’agua sejam atingidos por ele. Assim, técnicas analiticas para
sua deteccdo e quantificagdo em agua se tornam relevantes.

Neste estudo, o cantilever funcionalizado com extrato bruto de abobrinha, fonte
enzimatica de peroxidase de baixo custo, foi utilizado, de forma inédita, como um biossensor
nanoestruturado para detectar a presenca de glifosato em meio liquido, sendo a analise
realizada no microscopio de forca atdmica.

A Figura 23 mostra a resposta, em termos de voltagem, do biossensor nanoestruturado
em funcdo do tempo, para a analise de agua Milli-Q e das diferentes concentracdes de
glifosato. Para verificar se a resposta foi causada pela interacdo especifica enzima-analito, um
cantilever ndo funcionalizado (branco) foi exposto a uma concentracdo de 0,1 mg/L de

glifosato, o que também é mostrado na Figura 23.
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Figura 23 - Resposta do biossensor nanoestruturado exposto a dgua e a varias concentragdes

de glifosato e do cantilever ndo funcionalizado (branco) exposto a concentragéo de 0,1 mg/L

de glifosato
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Fonte: O autor

Conforme a Figura 23, a resposta do biossensor nanoestruturado, observada pelo sinal
de voltagem, ao longo do tempo, é decorrente das mudancas de tensdo de superficie
provocadas pela adsorcdo do analito (glifosato) na camada sensora (peroxidase de fonte
vegetal), causando a deflexdo do cantilever, pois o cantilever estava funcionalizado somente
de um lado da superficie. Segundo Karnati et al. (2007), na adsorcéo de analitos no lado da
superficie recoberta com ouro ocorre uma curvatura para baixo, a qual é causada por uma
tensdo de compressao, resultante de uma repulsdo ou expansdo de moléculas.

A resposta do biossensor nanoestruturado (Figura 23) apresentou um comportamento
diferente para as concentracdes de glifosato do que para a agua Milli-Q, meio em que o
analito foi diluido, indicando que 0 mesmo consegue detectar a presenca de glifosato no meio.

A resposta para a experiéncia de controle (branco), também apresentada na Figura 23,
mostrou que o cantilever ndo funcionalizado exposto a uma concentra¢do de 0,1 mg/L de
glifosato apresentou um comportamento similar a leitura da agua com o biossensor, tendo
uma pequena diferenca (~0,4V) ap6s 60 min, o que é um indicativo da alta especificidade

entre analito-enzima.
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Pela Figura 23 € possivel observar que a resposta do biossensor nanoestruturado
aumentou em curvatura, no sentido “para baixo”, com 0 aumento da concentracdo de
glifosato, na faixa estudada, pois 0 aumento da concentracdo ocasiona uma maior diferenca na
tensdo entre as superficies funcionalizada e ndo funcionalizada. Constata-se ainda que houve
uma tendéncia de estabilizacdo da resposta ap6s transcorridos 60 min.

Verifica-se também que o0 biossensor nanoestruturado consegue detectar
satisfatoriamente a menor concentracao estudada (0,01 mg/L), sendo assim capaz de detectar
a presenca do analito em partes por bilhdo (ppb). Esta concentracéo, em termos de molaridade
(10M), compara-se a detectada em outros biossensores de cantilever que utilizaram a medida
deflexdo como resposta a interacdo do analito com a camada sensora (BUCHAPUDI et al.,
2012; KARNATI et al., 2007).

Levando em consideracdo os limites maximos permitidos de glifosato em agua potavel
apresentados na Tabela 1, observa-se que a concentragdo permitida nos Estados Unidos (0,7
mg/L), Australia (1 mg/L), Canada (0,28 mg/L) e Brasil (0,5 mg/L) se encontra dentro da
faixa de concentracdo utilizada neste estudo (0,01 — 10 mg/L), assim mostrando que o
biossensor nanoestruturado consegue detectar a presenca de glifosato na concentracao
méaxima definida pela legislacdo desses paises. Além disso, o biossensor desenvolvido pode
também detectar a presenca de glifosato abaixo dos valores maximos permitidos pela
legislacdo brasileira para dguas de superficie de classe 1 ou 2 (0,065 mg/L) e classe 3 (0,28
mg/L), as quais se destinam ao abastecimento (BRASIL, 2005).

Nos biossensores relatados na literatura, o glifosato € detectado com base no seu efeito
inibitorio sobre a atividade da peroxidase (OLIVEIRA et al., 2012a; SONGA et al., 2009).

Songa et al. (2009) ao desenvolverem um biossensor eletroquimico para deteccéo de
glifosato concluiram que o analito, através do seu grupo NH,", ou seja, quando o grupo amino
estd protonado (Figura 2), coordena-se com o0s a&tomos de oxigénio dos grupos carbonila da
peroxidase, formando um complexo de HRP-glifosato, responsavel por mudancas
conformacionais na estrutura de HRP. Essas alteragdes na estrutura de HRP obstruem a
transferéncia de elétrons do Fe (Il1l) no seu ciclo catalitico, por conseguinte, inibindo a
atividade catalitica de HRP. Os autores relatam ainda que a inibicdo da enzima pelo glifosato
é do tipo reversivel e ndo competitiva, ou seja, o glifosato se liga a enzima num local diferente
do centro ativo.

Desta forma, o0 mecanismo responsavel pela resposta do biossensor nanoestruturado
obtido por meio da funcionalizagdo do cantilever com peroxidase de fonte vegetal pode ser

devido a uma alteracdo conformacional na estrutura da enzima quando ocorre a adsorc¢éo do
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glifosato. Buchapudi et al. (2012) relataram esse mesmo mecanismo para a deteccdo do
neurotransmissor acetilcolina utilizando um cantilever de ouro com 4&cido 11-
mercaptoundecanoico, EDC/NHS e proteina de ligacdo a acetilcolina como camada sensora.

Nos biossensores eletroquimicos utilizados para a detecgdo de glifosato (OLIVEIRA
et al., 2012a; SONGA et al., 2009), o biossensor € inicialmente imerso em uma solucdo
contendo o substrato, numa concentragdo definida e na auséncia de inibidor (solugéo 1) e o
sinal de base (I,) € medido. Em seguida, o biossensor € incubado em uma solu¢éo de trabalho,
contendo uma concentracdo especifica de glifosato, por um tempo pré-determinado e, apds,
transferido para uma solugdo contendo o substrato enzimatico (mesma concentracdo da
solucdo 1) e o sinal de base (I;) é novamente medido. Dessa forma, a quantidade de glifosato
pode ser relacionada com a porcentagem de inibicdo (%IR) obtida (Eg. 8), sendo que o
aumento da concentracdo de glifosato no meio reacional acarreta em um decréscimo da
atividade enzimatica.

I I;
%IR=O i

x 100 (Eq. 8)

Como pode ser observado, este procedimento de analise envolve 3 etapas para cada
concentracdo em estudo, tornando-se assim trabalhoso, e em razdo da necessidade de
substrato, gera um volume maior de residuos. Nesse sentido, a deteccdo de glifosato baseada
em um transdutor mecanico, como é o caso do cantilever, é vantajosa ja que a presenca do
analito foi detectada sem utilizar substrato, somente a partir da interacdo com a camada
sensora.

As respostas, em termos de voltagem, obtidas quando o biossensor nanoestruturado foi
exposto a concentracdo de 0,1 mg/L de glifosato no dia inicial e no 82 e 25° dia de
armazenamento sdo mostradas na Figura 24. Para as medidas do dia 8 e 25, foi possivel
realizar a analise em duplicata, sendo a resposta expressa como a média. Nestes dias, 0s
mesmos apresentaram respostas proximas: no 8° dia, o desvio padrdo da voltagem, ap6s 60
min, foi de cerca de +0,2V; engquanto que no 25° dia, o desvio padrdo ficou em torno de

+0,4V.
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Figura 24 - Resposta do biossensor nanoestruturado exposto a concentragdo de 0,1 mg/L de
glifosato no dia inicial e no 82 e 25° dia de armazenamento
0,5
0,04

_0,5_-
10
15
2,0- 1° dia
_2,5_-

_3'0_- %
8° dia

3,5

Voltagem (V)

-410_ 250 dia

-4,5 —7rtr r r 1T 1 11 1T 1 117

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tempo de contato (min)

Fonte: O autor

Durante o periodo de armazenamento avaliado (25 dias), o biossensor nanoestruturado
continuou apresentando 0 mesmo comportamento em relacdo ao tempo de analise (Figura 24),
detectando assim a presenca de glifosato no meio. Entretanto, o sinal de voltagem aumentou,
no sentido “para baixo”, com o passar dos dias de armazenamento.

Uma possivel explicacdo para esse comportamento pode ser devido a variacdo da
atividade enzimatica da peroxidase durante o armazenamento do biossensor, o que foi
observado durante o armazenamento dos extratos brutos (Figura 18). Diante disso, um estudo
mais aprofundado deve ser realizado para elucidar esse comportamento.

De modo geral, esse estudo mostrou que o biossensor nanoestruturado obtido por meio
da funcionalizacdo do cantilever com extrato vegetal de peroxidase de baixo custo foi capaz
de detectar a presenca de glifosato na ordem de ppb em amostra de agua, além de mostrar
durabilidade durante o armazenamento, assim apresentando grande potencial de utilizacdo

futura.
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5.4 Teste complementar — resposta do biossensor nanoestrurado ao herbicida
mesotriona

A resposta, em termos de voltagem, quando o biossensor nanoestruturado foi exposto
ao herbicida mesotriona em uma concentracao de 0,05 mg/L, para avaliar a possivel interacdo

da camada sensora com outro herbicida, é apresentada na Figura 25.

Figura 25 - Resposta do biossensor nanoestruturado exposto a concentracao de 0,05 mg/L de
mesotriona
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Neste teste complementar, verificou-se pelo comportamento da resposta do biossensor
nanoestruturado ao longo do tempo de andlise (Figura 25), que a camada sensora também foi
capaz de interagir com o0 mesotriona.

O herbicida mesotriona, com formula molecular C;4H13NO-S, pertence ao grupo
quimico das tricetonas. E classificado como herbicida seletivo e ps-emergente, utilizado para
controlar folhas largas anuais e gramineas na cultura do milho e cana de aclcar (KARAM,
CRUZ, 2004).

O modo de acdo do herbicida mesotriona consiste na inibicdo da biossintese de
carotenoides, por meio da inibicdo da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD),

localizada no cloroplasto da planta. Quando em contato com as plantas, 0 mesotriona pode
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resultar em um estresse oxidativo, ocasionado através da geracdo desregulada de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que aumentam em concentragdo como resultado da exposicéo a
substancias toxicas, neste caso, o herbicida. Enzimas antioxidantes, como exemplo a
peroxidase, atuam na defesa e eliminagdo do excesso de EROs (OLCHANHESKI et al.,
2014). Diante disso, como citado por Ogliari (2007), s&o requeridos estudos para determinar
de que forma a enzima peroxidase se conjuga ao mesotriona.

Este teste complementar mostrou uma alternativa interessante do uso do extrato bruto

de abobrinha, fonte enziméatica de peroxidase, para a deteccdo do herbicida mesotriona.
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6 CONCLUSAO

O cantilever funcionalizado com extrato vegetal de peroxidase foi utilizado, de
maneira inovadora, como um biossensor nanoestruturado para a deteccdo do herbicida
glifosato em agua.

A partir de um método simples, rapido e de custo reduzido e utilizando a abobrinha
(Cucurbita pepo) como fonte vegetal foi possivel obter extratos brutos contendo a enzima
peroxidase. A analise de estabilidade da atividade enzimatica de peroxidase nos extratos
brutos mostrou que, entre as condi¢fes de extracdes testadas (pH 7,0; 6,5 e 6,0 na auséncia ou
presenca de agente protetor), a realizada em pH 7,0 na auséncia de agente protetor, apresentou
a melhor estabilidade, mantendo-se com cerca de 80% de atividade residual durante o periodo
de armazenamento avaliado (70 dias). Esta condi¢do foi selecionada para aplicagdo como
camada sensora no cantilever.

Por meio da técnica de SAM, utilizando os agentes de reticulacdo EDC/NHS e extrato
bruto de abobrinha como fonte enzimatica de peroxidase, foi possivel realizar a
funcionalizacdo do cantilever, o qual foi denominado de biossensor nanoestruturado em razao
da espessura da camada sensora estar compreendida na nanoescala (80,48 nm). A anélise de
PM-IRRAS da etapa de deposicdo do extrato bruto de abobrinha demonstrou que as bandas
tipicas da enzima peroxidase (bandas amida | e amida I1) estavam presentes sobre a superficie
do cantilever. Observou-se pela técnica de AFM a formacao de aglomerados no formato de
colunas sobre a superficie, tipicos da funcionalizacdo pela técnica de SAM, bem como que 0s
valores de rugosidade foram diferentes para cada camada depositada.

O biossensor nanoestrutrado desenvolvido foi capaz de detectar a presenca de
glifosato em agua na ordem de ppb (0,01 mg/L), apresentando durabilidade no tempo de
armazenamento avaliado (25 dias).

Os resultados encontrados no presente trabalho sugerem que o biossensor
nanoestrutrado obtido por meio da funcionalizacdo de cantilever com extrato vegetal de

peroxidase € uma ferramenta promissora para a deteccdo de glifosato em amostras de agua.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados alcancados no presente estudo, sugere-se a realizacdo dos

seguintes topicos para trabalhos futuros:

e Determinar pardmetros analiticos como sensitividade, limite de deteccéo,
repetibilidade, reprodutibilidade e histerese do biossensor nanoestruturado em relagéo
a resposta ao herbicida glifosato.

e Verificar a resposta do biossensor nanoestruturado a outros pesticidas, como forma de
avaliar possiveis interferentes.

e Avaliar a resposta do sensor com peroxidase em relacdo ao herbicida mesotriona, em
diferentes concentracdes.

e Aplicar analise de componentes principais para verificar a discriminacdo da resposta
em diferentes herbicidas.

e Analisar amostras de aguas de abastecimento e de agua potavel com o biossensor
nanoestruturado e realizar analise cromatografica para comparagéo.

e Analisar solugdes preparadas a partir do herbicida comercial utilizado para aplicagédo
em lavouras agricolas com o biossensor nanoestruturado.

e Testar 0 biossensor nanoestruturado para o metabolito do glifosato, 0 AMPA, devido a

rapida meia-vida do herbicida.
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