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RESUMO

Apesar de toda tecnologia ja desenvolvida na agricultura, ainda ocorrem muitas perdas, e na cultura
da soja, entre as causas de perdas cita-se a presenca de insetos-praga, Como 0 percevejo marrom —
Euschistus heros, despertando interesse por novas metodologias, como a utilizacdo de feroménios.
Sendo assim, 0 objetivo desse estudo é desenvolver um sensor nanoestruturado de cantilever
utilizando diferentes camadas ativas (Polianilina, Nanotubos de Carbono e Grafeno) para deteccao
de 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, principal componente do feroménio sexual do percevejo
marrom Euschistus heros. Além da caracterizacdo das camadas ativas e dos sensores
funcionalizados por espectroscopia de infravermelho de reflexdo e absor¢do de modulagdo por
polarizacdo (PM-IRRAS), microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia optica,
microscopia de forca atbmica (AFM), espectroscopia no ultravioleta — visivel (UV-Vis) e
difratometria de raio-X (DRX), foi avaliado a resposta dos sensores em relacédo a frequéncia de
ressonancia, sensitividade, limite de deteccgéo, repetibilidade, reversibilidade, tempo de resposta,
histerese e durabilidade frente ao feromdnio sintético e também em experimento in vivo. Os
resultados obtidos mostram que a funcionalizagdo dos sensores por LbL foi eficiente, evidenciado
pela reducdo da frequéncia de ressonancia a cada bicamada depositada, e pelas imagens de
morfologia e rugosidade que demostram um aumento da rugosidade a cada bicamada depositada.
Todos os sensores conseguiram detectar o feroménio sintético em diferentes concentragdes,
obtendo-se um limite de deteccdo de 1,44 fg/mL, 2,18 fg/mL e 0,91 fg/mL para as camadas
sensoras de polianilina/poli (estireno sulfonato de sodio) (Pani/PSS), polianilina/nanotubos de
carbono de paredes multiplas (Pani/MWNT) e polianilina/6xido de grafeno (Pani/OG),
respectivamente. Os sensores nanoestruturados também apresentaram baixa histerese (maximo de
0,03%) com estabilidade na resposta (durabilidade) apds 30 dias de armazenamento com limite de
deteccdo e sensitividade na ordem de fentograma. Os sensores nanoestruturados de Pani/PSS e
Pani/OG apresentam repetibilidade por 8 ciclos e reversibilidade superior a 90%, com tempo de
resposta de 12,6 s e 37,8 s, respectivamente, enquanto o sensor de Pani/MWNT apresentou
repetibilidade por 2 ciclos e reversibilidade de 80%, com tempo de resposta de 50,4 s. Nos
experimentos in vivo, realizado com 39 percevejos, todos os sensores responderam aos volateis
presentes no recipiente do confinamento. Essas caracteristicas permitem concluir que 0s sensores
nanoestruturados desenvolvidos foram eficazes para deteccdo do feromonio sintético e aos
liberados naturalmente por percevejos E. heros

Palavras-chave: Polianilina. Nanotubos de Carbono. Grafeno. Fentograma. Sensores.



ABSTRACT

Even with all the technology developed in the last decades in agriculture, around 40% of the total
production is lost each year. In the soy bean crop, the causes of losses include the presence of pest
insects, such as the brown bug - Euschistus heros, arousing interest in new methodologies, such as
the use of pheromones. Thus, the objective of this study is to develop a nanostructured cantilever
sensor for use in AFM (Atomic Force Microscopy) using different active layers (Polyaniline,
Carbon Nanotubes and Graphene) deposited by the Layer by Layer technique to detect 2,6,10
methyltrimethyltridecanoate, the main component of the sexual pheromone of the brown stink bug
- Euschistus heros. In addition to the characterization of active layers and sensors functionalized
by infrared spectroscopy of reflection and absorption of polarization modulation (PM-IRRAS),
scanning electron microscopy (MEV), optical microscopy, atomic force microscopy (AFM),
Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) and X-ray diffractometry (XRD), the response of the
sensors was evaluated in terms of resonance frequency, sensitivity, detection limit, repeatability,
reversibility, response time, hysteresis and durability against synthetic pheromone and also in vivo
experiment. The results obtained so far show that the functionalization of the sensors by LbL was
efficient, evidenced by the reduction of the resonance frequency to each deposited bilayer, as well
as by the morphology and roughness images performed in the AFM, which show an increase in
roughness to each bilayer Deposited. All sensors were able to detect the synthetic pheromone in
different concentrations, obtaining a detection limit of 1.44 fg/mL, 2.18 fg/mL and 0.91 fg/mL, for
the Pani/PSS, Pani /MWNT and Pani/OG, respectively. The sensors also presented low hysteresis,
maximum of 0.03%, and the durability evaluation showed that even after 30 days of storage the
sensors still had a limit of detection and sensitivity in the order of femtogram. Pani/PSS and Pani /
OG sensors presented repeatability over 8 cycles and reversibility over 90%, with a response time
of 12.6s and 37.8s, respectively, while the Pani/MWNT sensor showed repeatability for 2 cycles
and Reversibility of 80%, with response time of 50.4s. In the in vivo experiments, performed with
39 bugs, all the sensors responded to the volatiles present in the containment vessel. These
characteristics allow to conclude that the sensors developed were effective for detecting the
synthetic pheromone and those released naturally by E. heros.

Keywords: Polyaniline. Carbon Nanotube. Graphene. Femtogram. Sensors.
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Esta tese estd organizada em 8 capitulos. O Capitulo I apresenta uma introducéo geral
sobre feromonios e sua aplicagdo na agricultura, bem como a possibilidade do desenvolvimento
de sensores para deteccdo de volateis, também neste os objetivos gerais e especificos. Na
sequéncia, o Capitulo Il apresenta os aspectos tedricos que fundamentam esta tese.

Os resultados desta pesquisa, obtidos estdo divididos em 04 capitulos, estes tratam, de
forma independente, cada um dos sensores desenvolvidos e os resultados do experimento in
vivo. Desta forma, os estudos experimentais apresentados nos Capitulos I11, 1V, V e VI foram
estruturados com uma breve introducdo, metodologia utilizada, apresentacdo e discussdo dos
resultados, as conclusdes e, por fim, as referéncias utilizadas. No Capitulo VII, é apresentada
uma conclusdo geral da tese e no Capitulo VIII sdo apresentados os trabalhos cientificos

gerados no decorrer do doutorado.

1.1 INTRODUCAO GERAL

Os insetos exercem suas relagdes ecologicas com o ambiente e com 0S outros
organismos de varias maneiras, sendo uma das mais importantes a comunicacdo por meio de
compostos quimicos, como os feroménios. Estes compostos agem como gatilhos fisiol6gicos
de reacbes comportamentais especificas e € através da deteccdo e emissdo destes compostos
que os insetos encontram parceiros para o acasalamento, alimento ou presa, escolhem local de
oviposicdo, se defendem contra predadores e organizam suas comunidades.

Na agricultura os feromonios podem ser utilizados como ferramenta para o controle de
insetos-praga, auxiliando na estimativa dos niveis populacionais dos insetos por meio de
amostragens no campo, permitindo assim, a tomada de decisGes com base em informacGes
seguras.

Neste contexto, tém se buscado novas formas de realizar esse monitoramento, e uma
delas é a utilizacdo de feromdnios sexuais, uma vez que apresentam inumeras vantagens que
justificam sua utilizacdo: o ferom6nio € um composto natural, no geral, utilizado em
guantidades diminutas (ordem de nanogramas), sao moléculas que nao permanecem na natureza
por longos periodos, apresentam alta especificidade ndo agindo sobre organismos ndo alvos de
forma negativa, e permitem a rapida deteccdo do inseto no campo, o que fornece uma
ferramenta precisa para a tomada de decisoes.

Com o advento dos sistemas de deteccdo utilizando sensores e as buscas por novos

materiais para serem utilizados como camada ativa para deteccdo desses compostos, novas
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alternativas, como o desenvolvimento de sensores de cantileveres, vem gerando interesse para
deteccdo de insetos no campo.

Os sensores de cantileveres podem ser utilizados para deteccdo compostos volateis
liberados por insetos no campo com extrema sensitividade, uma vez que possuem a capacidade
de mudar a frequéncia vibracional ou sofrer deflexdo devido a adsor¢éo de moléculas sobre a
superficie, tornando-os excelentes transdutores e aptos para serem utilizados como sensores
quimicos, fisicos ou biologicos (STEFFENS et al., 2014; SHOAIB et al., 2016).

A utilizacdo dos cantileveres para deteccdo de fendmenos fisico-quimicos depende, em
grande parte, da sua funcionalizacdo. O uso de polimeros condutores, como a polianilina (Pani),
é promissor devido a capacidade de detectar uma variedade de diferentes moléculas, pela fécil
polimerizacdo e baixo custo. A possibilidade de desenvolver nanocompositos também é
atrativa, uma vez que a associacdo de camadas sensitivas de polimeros com outros
componentes, como nanotubos de carbono (NTC) e grafeno, pode potencializar sua resposta.

Esses sensores apresentam varias vantagens sobre outras tecnologias de sensores,
incluindo o rapido tempo de resposta, a possibilidade de desenvolver arranjos de sensores com
pequenas dimensbes, a capacidade de explorar microambientes e detectar diminutas
quantidades de analitos com elevado grau de sensitividade.

Tendo em vista a importancia dos insetos-praga na cultura da soja, como 0 percevejo
marrom E. heros, o desenvolvimento de novas tecnologias para deteccdo rapida e precisa
desses insetos se faz importante. E sabendo que para a deteccdo de compostos feromonais
difundidos em meio gasoso em pequenas porcdes, é necessaria a utilizacdo de um sensor
altamente sensivel, uma alternativa interessante seria 0 desenvolvimento de sensores

nanoestruturados de cantileveres.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver sensores nanoestruturados de cantileveres com diferentes camadas
sensoras (polianilina, nanotubos de carbono e Oxido de grafeno) para deteccdo de
semioquimicos, utilizando como modelo o principal composto (2,6,10-trimetiltridecanoato de

metila) do feromonio sexual do percevejo marrom, E. heros.

1.2.2 Objetivos especificos
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Os objetivos especificos serdo divididos em dois tdpicos A e B, descritos abaixo:

A. Em relacdo a camada sensitiva do sensor:

a) Avaliar a resposta do sensor com diferentes camadas sensoras, utilizando a Pani,
de forma isolada ou associada a derivados de carbono, como 0s nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWNT) e o 6xido de grafeno (OG);

b) Obter a Pani por sintese interfacial e caracterizar o polimero obtido por meio das
técnicas de espectroscopia no ultravioleta — visivel (UV-Vis) e difratometria de raio-X (DRX);

c) Funcionalizar os MWNT, realizar a retirada de impurezas e caracteriza-los pelas
técnicas de UV-Vis e DRX;

d) Realizar a deposicdo das camadas sensoras pela técnica de Layer by Layer (LbL),
com Pani/Poli(estireno) sulfonato de sddio (PSS), Pani/MWNT e Pani/OG e avaliar a eficiéncia
da funcionalizacdo pelas analises de rugosidade, morfologia, frequéncia de ressonancia e
espectroscopia de UV-Vis.

B. Sensores Nanoestruturados de Cantilever

a) Avaliar a resposta dos sensores funcionalizados (Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG)
e ndo funcionalizados (Branco), em relacdo a frequéncia de ressonancia, frente a diferentes
concentragbes do composto sintético, 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, principal
componente do feroménio sexual do E. heros;

b) Caracterizar a superficie dos sensores, antes e apds a deposicao das camadas sensoras
em relacdo a morfologia (microscopia eletrénica de varredura - MEV), a composicao quimica
e orientacdo das moléculas (Espectroscopia de infravermelho de reflexdo e absorcdo de
modulacdo por polarizacdo, PM-IRRAS), as alteracdes na superficie (microscopia optica), a
morfologia, rugosidade, espessura e deposicao dos filmes (AFM) e a molhabilidade do filme
(angulo de contato);

c) Caracterizar as respostas dos sensores quanto ao tempo de resposta, histerese,
sensitividade, limite de deteccdo, durabilidade, reversibilidade e repetibilidade;

d) Investigar a acdo de outros compostos produzidos pelos percevejos e avaliar a
interferéncia nas respostas dos sensores;

e) Coletar e confinar os insetos, E. heros, e avaliar a resposta dos sensores frente aos
feromodnios liberados e comparar com a resposta dos sensores expostos ao componente

feromonal sintético.
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Neste capitulo serd apresentada uma breve explanacdo sobre as pragas da soja,

feromonios, sensores e camadas sensitivas.

2.1 PRAGAS DA SOJA

A soja (Glycine max (L) Merril) tem grande importancia no cenario mundial, tanto no
ambito alimentar como econémico, uma vez que seus graos atendem o mercado de producéo
de farelo, farinhas, 6leo, bebidas a base de soja entre outros (OLIVEIRA e BARNECHE, 2016).

O Brasil € o0 segundo maior produtor mundial de soja, apresentando uma produtividade
em torno de 95 milhGes de toneladas com area plantada de mais de 33 milhGes de hectares,
movimentando um mercado de aproximadamente 113 milhdes de ddlares. E, frente a grande
representatividade dessa cultura na economia do Brasil, se faz necessario investir em
tecnologias alternativas, modernas, diversificadas, e acima de tudo, sustentaveis para 0 manejo
de pragas da soja (BELO et al., 2012; PERRY et al., 2016).

No decorrer do desenvolvimento da soja, ela fica exposta ao ataque de diversas espécies
de insetos e pragas, como besouros, percevejos e lagartas, especificos para cada fase de
desenvolvimento da planta. O percevejo marrom, E. heros (Figura 1), esta entre as pragas que
mais causam prejuizo na cultura da soja, interferindo diretamente na qualidade e no rendimento
dos grdos em formacdo, causando baixa produtividade, menor teor de 6leo e baixo vigor das
sementes (BLASSIOLI-MORAES et al., 2012).

O E. heros era tido como uma espécie de baixa ocorréncia até a década de 70, porém,
essa praga adaptou-se ao clima das diferentes regides brasileiras, tornando-se o percevejo mais
abundante nas lavouras de soja de todo pais (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).

Eles apresentam periodo de incubacéo de 5,4 dias, os ovos sdo colocados sobre as folhas
ou vagens e normalmente estdo dispostos em fileiras duplas O tempo de duracdo média de ovo
a adulto (passando pelas diferentes fases de ninfa) tem duracdo média de 28,4 dias. Alguns
autores afirmam que a longevidade média do adulto € de 116 dias (FERREIRA; PANIZZI,
1999; CORREA-FERREIRA, 2012) .
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Figura 1 - Percevejo marrom, E heros, principal praga da soja.

Fonte: adaptado de Blassioli-Moraes et al. (2012)

A ocorréncia e 0s prejuizos que podem ser causados pelo percevejo marrom dependem
dos estadios fenoldgicos da soja. O periodo de maior ocorréncia do percevejo marrom na cultura
de soja ocorre entre 0s meses de novembro a abril e o pico populacional acontece entre marco
e abril (DEGRANDE e VIVAN, 2012).

De acordo com Degrande e Vivan (2012) quando o ataque dos percevejos ocorre no
desenvolvimento das vagens, as perdas podem chegar a 30%, com surgimento de vagens
malformadas e secas. Se o ataque acontecer na formacdo dos grdos, podem aparecer
deformacgdes, murchamentos e manchas nos grdos e quando ocorre nos grdos ja formados ha
perda na qualidade das sementes.

Como intuito de reduzir os danos destes insetos na cultura da soja, existem Vvarios
métodos de amostragem que podem ser utilizados no seu monitoramento, e entre eles o pano
de batida.

Esse método foi desenvolvido em 1963 por Boyer e Dumas nos Estados Unidos. No
Brasil comecou a ser utilizado na década de 70. Esse método consiste em um pano ou plastico
branco de 1 metro de largura, tendo nas bordas uma bainha onde sdo inseridos dois cabos de
madeira. O pano, devidamente enrolado e sem perturbar as plal2ntas, € introduzido entre duas
fileiras adjacentes de soja e estendido sobre o solo. As plantas das duas fileiras de soja sdo
inclinadas sobre o pano, batidas vigorosamente, com o objetivo de deslocar os insetos das
plantas para o pano. Na sequéncia, as plantas voltam a posigao original, e os insetos sobre 0s
panos sdo contados e registrados em fichas de monitoramento (CORREA-FERREIRA, 2012).

A vistoria na lavoura deve ser executada, no minimo, uma vez por semana nas horas
mais frescas do dia, a partir do inicio do desenvolvimento de vagens (DA SILVA et al., 2014).

Durante o periodo critico do ataque dos percevejos (desenvolvimento das vagens ao
enchimento de grdos) é importante utilizar os niveis de agdo recomendados no Manejo

Integrado de Pragas (MIP), que preconiza que o controle deve ser realizado quando a populagéo
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atingir quatro percevejos (adultos ou ninfas) por pano de batida em lavouras de producéo de
gréo e dois percevejos para producdo de sementes (EMBRAPA, 2013).

O monitoramento com pano de batida requer méo de obra qualificada, além de consumir
muito tempo em razéo da extensdo de areas em que a soja € cultivada. Por apresentar estas
limitacdes a técnica do pano de batida ndo é sempre adotada ou aplicada de maneira correta
pelos produtores, o que conduz, em muitos casos, a aplicagdes ineficientes de inseticidas

Essas limitacOes, associadas as alteracbes nas condicdes de cultivo, alteracdes no
sistema de plantio, a reducdo do espacamento entre fileiras e plantas e a introducéo de novas
cultivares, estimulou a busca por novos métodos com maior eficiéncia para o monitoramento

das pragas da soja, entre eles a utilizacdo de feromdnios de insetos.

2.2 FEROMONIOS DE INSETOS

Os insetos estdo entre os animais que mais dependem do olfato para desempenhar suas
funcBGes comportamentais, sendo o sentido mais importante, a frente da audicao e visdo. Eles
utilizam sinais quimicos para definir locais de oviposi¢do, acasalamento, localizacéo de presas,
defesa, entre outros (BIRCH e HAYNES, 1984; VICKERS et al., 2001).

As substancias quimicas utilizadas na comunicacdo sao denominadas semioquimicos e
os feroménios sdo incluidos na comunicacdo intraespecifica, onde tanto emissor quanto
receptor pertencem a mesma espécie, diferente dos aleloquimicos, que desempenham papel
interespecifico, onde emissor e receptor sdo de espécies diferentes. Os aleloquimicos séo
subclassificados em trés diferentes tipos dependendo dos efeitos causados nos individuos, se 0
receptor for favorecido sdo chamados de cairomonios, se beneficiam os emissores de alomonios
e se os dois, receptor e emissor forem beneficiados, sdo os sinoménios (ZARBIN e
RODRIGUES, 2009) (Figura 2).

Figura 2 - Classificacdo geral dos semioquimicos de insetos.

v'Feroménio Sexual;
v'Aleloménios;
v'Feromdnio de Agregacgao;
v'Cairoménios;
v'Feroménio de Alarme;
v'Sinoménios.
v'Feromoénio de trilha;
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Fonte: adaptado de Brezolin et al. (2018).
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Dentre os diferentes tipos de feromonios, destacam-se os feromdnios sexuais que séo
sinais quimicos produzidos por um sexo do inseto para atracdo do sexo oposto, com 0 objetivo
de reproducdo, e sdo consideradas substancias muito ativas, capazes de causar respostas em
concentragcdes muito baixas (MORAES et al., 2008; WEBER et al., 2017).

A producéo das moléculas de feroménio sexual varia muito nas diferentes ordens de
insetos na natureza, em todos o0s percevejos (pentatomideos) estudados até hoje sdo os machos
que produzem os feromonios e sdo produzidos na ordem de nanogramas ou picogramas, muitas
moléculas sdo termicamente instaveis e/ou degradam na presenca de oxigénio ou radiacéo
ultravioleta, dificultando sua extracdo, deteccdo e aplicacdo no campo. No entanto, esta é uma
estratégia da natureza para que essas moléculas ndo perdurem por muito tempo no meio
ambiente, diminuindo assim a chance dos insetos serem localizados pelos inimigos naturais,
minimizando também a contaminacdo do meio ambiente, e por isso, as moléculas séo
produzidas em quantidades diminutas e ficam na natureza o tempo suficiente para que atraiam
0 parceiro para acasalamento (JONES e OLDHAM, 1999; SONENSHINE, 2017).

Os insetos exibem grande capacidade para detectar seletivamente milhares de
semioquimicos em concentracBes extremamente baixas, e iSS0O acontece por apresentarem
sistemas olfativos muito bem desenvolvidos. Essa capacidade de sentir as alteracfes no
ambiente acontece através de um sistema de neurdnios quimiossensores localizados em pelos
sensoriais denominados sensilas que estéo distribuidas no corpo dos insetos, principalmente nas
antenas, e estas conseguem detectar substancias volateis (JONES e OLDHAM, 1999). Esse
sistema olfativo avancado e complexo gera interesse no desenvolvimento de dispositivos que
mimetizem esse sistema e detectem substancias volateis em pequenas concentragdes e de forma

seletiva.

2.2.1 Moléculas feromonais

O primeiro passo para avaliar a composicao das moléculas feromonais € definir a forma
de extracdo que serd utilizada. Segundo Lin et al., (2016), a escolha do método de isolamento
e extragdo de um semioquimico depende do inseto estudado, do nimero de insetos disponiveis
e do tipo de sistema feromonal. Existem algumas limitagdes como a pequena quantidade
secretada, alteragdes quimicas que podem ocorrer ap0s a extragdo e contaminagdes, por outros
semioquimicos.

Os métodos mais utilizados para extracdo de feroménios incluem a aeragdo (coleta de

volateis), onde todos os volateis dos insetos, incluindo os feroménios sdo coletados durante um
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determinado periodo de tempo em polimeros adsorventes e a extracdo por solvente (direto da
glandula), diferindo nos procedimentos e no rendimento (TURLINGS e WACKERS, 2004).

Como a maioria das moléculas feromonais sdo volateis, a técnica mais utilizada para a
analise quantitativa é a cromatografia gasosa (CG) acoplada ao detector de ionizac¢do de chamas
e para andlise qualitativa a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (PINTO-
ZEVALLOS et al., 2013).

2.2.2 Moléculas feromonais dos pentatomideos e sua aplicacdo na agricultura

No percevejo E. heros, foram identificados trés acetatos especificos do macho, 0 2,6,10
trimetiltridecanoato de metila, (E, Z) -2,4-decadienoato de metila e 2,6,10-trimetildodecanoato
de metila. Bioensaios em laboratdrio e testes de campos mostraram que fémeas de E. heros sdo
atraidas principalmente pelo componente 2,6,10-trimetiltridecancato de metila sendo a
presenca dos outros dois componentes desnecessaria para atracdo (BORGES et al., 1998a;
1998b; 1999).

O 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila (Figura 3), tem trés centros quirais, que geram
oito estereoisdbmeros possiveis. Para identificar qual a configuracdo absoluta do composto
produzido pelo inseto, os oito esterecisdbmeros foram sintetizados e testados em laboratorio
(BORGES et al., 1998b). Bioensaios com os estereoisomeros individuais e com a mistura
racémica mostraram que a configuracdo absoluta do composto produzido pelo E. heros é 2S,
6R,10S, pois este quando sozinho atrai significativamente as fémeas quando comparado aos
outros estereoisdbmeros, mas a mistura racémica também capturou fémeas no campo, o que
indica que os outros isdmeros nao tém efeito sinérgico nem antagonista na mistura racémica
(COSTA et al., 2000).

Desde a descoberta do primeiro feroménio em 1959, varios estudos foram
desenvolvidos em diferentes areas, como quimica analitica, neurofisiologia e genética. Essa
abordagem multidisciplinar tem instigado o desenvolvimento de estudos para deteccdo e
compreensdo do comportamento dos insetos frente aos feroménios (SAKURAI; NAMIKI,;
KANZAKI, 2014).
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Figura 3 - Estrutura quimica do éster (2S, 6R, 10S) -trimetiltridecanoato de metila, principal

componente do feromonio de percevejo marrom, E. heros.

Fonte: Mori e Murata (1994).

Na agricultura a utilizacdo de feromonios para o controle de pragas tem gerado interesse,
e a sua eventual aplicacdo pode ser considerada em diferentes aspectos e entre eles para o
monitoramento de insetos para determinacdo do nivel populacional, resultando em orientacédo
segura sobre a ocasido oportuna para a aplicacao dos tratamentos quimicos. Assim, o feroménio
fornece um panorama do grau de infestagéo, revelando a necessidade ou ndo de tratamentos
(ZARBIN e RODRIGUES, 2009).

Na identificacdo do feroménio sexual do E. heros por Aldrich et al., (1994) foi descrito
gue os machos produzem predominantemente o composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de
metila.

Em 1998, Borges e colaboradores, avaliaram através de bioensaios se o 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila, feromonio sintetizado por machos do E.heros, conseguia atrair
as fémeas e obtiveram resultados positivos. Zhang et al. (2003) propuseram uma nova
combinacdo de ésteres metilicos como sendo os principais volateis produzidos pelos machos:
2,4-decadionoato de metila (53%), 2,6,10-trimetildodecanoato de metila (3%) e 2,6,10
trimetiltridecanoato de metila (44%), baseando-se nos resultados obtidos das analises por
deteccdo eletroantenografica acoplada ao CG, mostrando também que a quantidade dos trés
compostos aumenta com a idade do inseto, atingindo o pico aos 35 dias de fase adulta e a taxa
de liberacdo destes compostos foi de 2,5ug/macho/dia.

Silva et al. (2014) avaliaram a eficiéncia das formulacdes do feroménio sexual do
percevejo marrom, E. heros, em septo de borracha e lure e compararam ao método do pano de
batida para 0 monitoramento dessa praga em lavoura de soja. As formulagfes do feromonio
foram mais eficientes na captura de E. heros e controle precoce da populagédo, em relacéo ao
pano de batida, resultando em sementes com maior qualidade do que as provenientes das

parcelas monitoradas pelo pano de batida.
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A promissora utilizagdo dos feromonios no manejo de insetos-praga e 0 avango da
nanociéncia e nanotecnologia geram interesse para 0 desenvolvimento de micro e/ou
nanossensores de detec¢do, uma vez que estes podem contornar a principal limitacdo da

utilizacdo dos feromdnios: a pequena quantidade liberada pelos insetos.

2.3 SENSORES PARA DETECCAO DE MOLECULAS QUIMICAS

O desenvolvimento de dispositivos sensoriais para deteccdo de volateis, como 0s
semioquimicos, gera grande interesse nas mais diferentes &reas. A detec¢do de compostos
volateis pode ser realizada com a utilizacdo de equipamentos como CG ou espectrometria de
massas, porem esses equipamentos possuem custo elevado e alto consumo de energia. Desse
modo, estudos que visam desenvolver sensores, que interajam com espécies volateis, alterem
suas caracteristicas e reflitam a concentracdo do volatil presente nas proximidades do sensor,
geram interesse (YEW e CHUNG, 2015).

Sensores podem ser definidos como dispositivos que transformam uma informacao, que
pode ser originaria de uma reacdo quimica ou de uma propriedade fisica do sistema, em um
sinal mensuravel. A geracdo do sinal ocorre quando as moléculas do analito interagem com a
camada sensitiva por meio de processos fisicos e quimicos promovendo mudangas, geralmente
nas propriedades elétricas ou Opticas, que sdo detectadas por um transdutor apropriado e
convertidas em um sinal elétrico de saida (TEWARI et al., 2014). Este sinal obtido é processado
por métodos de reconhecimento de padrées e dados analiticos sdo exibidos.

O desenvolvimento de sensores para volateis vem se acentuando em diferentes
segmentos, como para deteccdo de compostos por industrias, poluentes atmosféricos, além de
aromas, esséncias e feromonios. Estes apresentam vantagens como o funcionamento simples e
0 baixo custo de instrumentacdo, tempos de resposta rapidos e pré-tratamento minimo da
amostra (OLSSON e HANSSON, 2013; SAKURALI; NAMIKI; KANZAKI, 2014). A obtencéo
de informacGes em relacdo a concentracdo e propriedades de volateis especificos vem se
destacando também para deteccdo de feromdnios de insetos-praga.

O processo de deteccdo dos sensores, na maioria das vezes, é iniciado na superficie do
material sensor. A interagdo das moléculas na camada sensitiva pode ocorrer de duas formas
principais: por adsor¢do quimica, onde as moléculas e &tomos dos volateis interagem com a
superficie por meio de ligagcBes quimicas, ou por adsorc¢do fisica, onde a energia de interacao
esta relacionada com as forgas de Wan der Waals entre os atomos da superficie e os volateis,

representando interagdes mais fracas e de baixa energia e nesta situacdo, uma molécula que
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atinge a superficie do substrato pode ser adsorvida, porém néo sofre reagdes quimicas e mantém
sua caracteristica (CHU et al., 2012).

Os sensores de gases funcionam como transdutores, convertendo em sinais, as respostas
da interacdo de um material ativo com moléculas odoriferas. Os principais sensores utilizados
para a deteccdo dos compostos odoriferos utilizados séo eletroquimicos, principalmente
condutimétricos e os piezoelétricos.

Os sensores condutimeétricos convertem em um sinal elétrico a resposta da interacdo do
composto volatil com o material ativo, e de acordo com a camada sensitiva podem ser
classificados como sensores semicondutores baseados em Oxidos metalicos e sensores
semicondutores de polimeros condutores organicos (JANATA e JOSOWICZ, 2003).

Os sensores semicondutores sdo simples, robustos e apresentam excelente resposta,
reagindo a pequenas concentraces do analito. Normalmente, os dispositivos sdo fabricados a
partir de 6xido de zinco, estanho, titanio, tungsténio e iridio, e dopados com uma camada
metalica ou filmes finos de ligas de pal&dio ou platina. S&o sensores de grande sensitividade (5
a 500 ppm) e de grande velocidade (baixo tempo de resposta). Como inconveniente estdo
sujeitos a saturacdo mesmo em baixas concentracdes de volateis (MEDEIROS et al., 2012).

Os sensores baseados em polimeros condutores (polipirrol, polianilina, politiofeno)
apresentam vantagens como: facil sintetizacdo, versatilidade, podem ser operados a temperatura
ambiente, variedade de metodologias para fabricacéo de sensores (em funcao do tipo de dopante
utilizado e do grau de dopagem) e apresentam grande sensitividade (10 a 100ppm) a uma grande
variedade de compostos volateis (KAPLAN, 2012; MANZOLI et al.,, 2011). Como
desvantagem podemos citar a sensibilidade a umidade e a falta de reprodutibilidade em alguns
casos, uma vez que é dificil controlar o crescimento dos filmes de polimeros (PARTRIDGE;
HARRIS; ANDREWS, 1996).

Dentre 0s sensores de gases piezoelétricos, destacam-se os de microbalanga de cristal
de quartzo (MCQ) e o de onda acustica de superficie (SOA). Os sensores de MCQ consistem
em um disco com alguns milimetros de didmetro, posicionado entre dois eletrodos metalicos
circulares, onde uma camada ativa reveste um dos circulos e este é ligado ao outro circulo
(cristal de quartzo). Apresentam limite de deteccdo inferior a 1 pg, permitindo a deteccdo de
elementos tragos (KAPLAN, 2012; WANG,; LI; VIEHLAND 2014).

Os SOA, tambem j& estdo bem estabelecidos para detecgéo de volateis, e podem ser
definidos como dispositivos em que as ondas acUsticas mecanicas atuam como o sistema da
transducéo. Estes podem ser utilizados para medir pequenas perturbacdes de massa na interface

da camada sensitiva, através de fendmenos acustico-elétricos, e esta interacdo altera a
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velocidade da onda acustica, modificando a frequéncia de ressonancia do sensor, que pode ser
diretamente relacionada a concentragdo do analito a ser detectado (MEDEIROS, 2009;
DEVKROTA et al., 2015).

Os sensores com transdutores opticos também sdo utilizados para deteccdo de volateis,
principalmente os sensores de ressonancia plasmonica de superficie (RPS), que foram
utilizados pela primeira vez para deteccéo de gases e biossensoriamento em 1982 (ZAMARION
et al., 2008). Esses sensores se baseiam em ondas de plasmon de superficie que sdo ondas
eletromagnéticas longitudinais, e se propagam entre um metal e um dielétrico, gerando um sinal
pela oscilacdo de densidade de carga que pode existir entre dois meios com constantes
dielétricas de sinais opostos (MAIER, 2007). Nestes sensores, a quantificacdo da espécie de
interesse € realizada por medidas da mudanca no indice de refracdo e podem apresentar limite
de deteccdo de 10 mol/L"Y(PERKINS e SQUIRRELL, 2000).

Embora utilizados como sensores para deteccdo de volateis, nenhum desses
dispositivos podem ser comparados com a sensibilidade, seletividade e tempo de resposta de
um sistema olfativo de um organismo vivo, uma vez que 0s animais, principalmente os insetos,
sdo dotados de mecanismos moleculares sofisticados que envolvem a ativacdo de receptores
olfativos e deteccdo rapida e em tempo real de compostos volateis (LU et al., 2015).

O desenvolvimento de biossensores baseados em células pode ser uma tecnologia
bastante atraente, uma vez que possuem alto grau de sensibilidade e seletividade, caracteristicas
essenciais para aplicacOes praticas, e para tanto, muitos sistemas olfativos de insetos ja foram
estudados, incluindo moscas, mosquitos, mariposas e besouros. Cada receptor olfativo pode
detectar vérios tipos de odores que incluem diferentes grupos funcionais, alcoois, aldeidos,
cetonas, e essas caracteristicas geram interesse no desenvolvimento de sensores para volateis,
por exemplo, para detec¢do de feromoénios (WEHRENFENNIG et al., 2013).

Lu et al. (2014) desenvolveram um biossensor olfativo de impedéancia eletroquimica
utilizando eletrodos interdigitados revestidos de ouro contendo proteinas olfativas de abelhas
(Apis mellifera L.), para deteccdo de feromonios (metil-p-hidroxilo benzoato, acetato de
isoamila) e odores florais (linalol, geraniol, B-ionona, 4-alilveratrole). Verificaram que a
reducdo da resisténcia do biossensor foi proporcional ao logaritmo da concentracéo do ligante
de 10 M até 10° M, sendo assim, o sensor de impedancia foi capaz de detectar, de forma
linear, diferentes concentracfes de odores florais, e feromonios, com limite de deteccdo de
micromoles.

Mitsuno et al. (2015) desenvolveram um sensor baseado em receptores de celulas

odorificas de insetos, utilizando células do ovario de mariposas, Spodoptera frugiperda, e
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testaram a seletividade e sensitividade frente aos feromonios. Dispositivos microfluidicos
foram construidos em vidro de boro silicato, envoltos por uma camada de aluminio,
apresentando um canal de fluxo semi-circular tendo um raio de 200 mm, com um espaco para
cultura de células. Os autores obtiveram sensitividade de partes por bilhdo (ppb) em solucéo,
conseguindo distinguir seletivamente entre estruturas quimicas olfativas semelhantes e
exibindo tempos de resposta rapidos de aproximadamente 13 s, mantendo a capacidade de
resposta ap0os dois meses.

A comunicacgdo entre espécies, atraves de feromonios, tem tido inimeras aplicacdes,
incluindo deteccdo, interceptagcdo, monitoramento, orientacdo de insetos e controle de pragas
na agricultura. Assim, o desenvolvimento destes sensores quimicos ou biossensores, poderiam
auxiliar significativamente nestes estudos.

Uma alternativa seria a utilizacdo de sensores que empregam a deteccdo da deflexao ou
variacdo da frequéncia de um cantilever funcionalizado, e estes representam um papel
fundamental para o estabelecimento de tecnologias eficientes, para detec¢do de compostos com
grande precisdo. Os sensores de cantileveres vém ganhando espagco com 0s avancos atuais no

campo da nanotecnologia.

2.3.1 Sensores de cantileveres

O cantilever € um dispositivo que pode atuar como um sensor fisico, quimico ou
bioldgico, detectando alteracdes de flexdes ou frequéncia vibracional. Apresentam-se como
hastes finas e flexiveis que em sua parte inferior contém uma agulha, cujo raio do Vértice final
da ponta apresenta uma dimensdo de alguns nandémetros. Podem ser construidos de uma ou
mais hastes de silicio ou de nitreto de silicio e normalmente apresentam comprimento e
espessura na ordem de micrometros (1um), podendo sofrer deformagbes quando uma massa
especifica de analito é adsorvida na sua superficie (VASHIST, 2007).

Para avaliar a resposta de deflexd@o ou frequéncia vibracional é utilizado o microscépio
de forca atdmica (AFM do inglés, Atomic Force Microscopy) (SINGAMANENI et al., 2008;
NAZAROV; BALESTRA; VALERIYA, 2014).

Os principais componentes que constituem um AFM podem ser identificados como: a)
um scanner para posicionar a amostra em relagdo ao cantilever, podendo ser alterado em 3
direcdes (X, y e z); b) um elemento para deteccdo e ¢c) um computador para controle eletronico
(controlar scanner e outros componentes, salvar dados, exibir e alterar) (BAYKARA e

SCHWARZ, 2016). Ele pode operar posicionando uma sonda préxima a superficie para medir
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e mapear fisicamente a morfologia de uma grande variedade de materiais (PATIL; CELIK-
BUTLER; BUTLER, 2010; XU e SIEDLECKI, 2017).

O principio de um AFM (Figura 4) baseia-se na utiliza¢do de cantileveres com valores
de constante de mola adequada e dentre as varias formas de deteccdo, para utilizacdo como
sensor, 0 método dptico é o mais utilizado, pois a luz visivel que parte de um diodo de laser de
baixa poténcia, é focada na ponta do cantilever que atua como um espelho. O feixe refletido
atinge uma posicéo no fotodetector, onde a distancia percorrida do feixe sobre o detector é
proporcional a deflexdo da haste, ou a variacdo da frequéncia de ressonancia. Todo este
processo é controlado por computador (LANG e GERBER, 1997; RAITERI et al., 2002;
ALIANO e CICERO, 2012).

Figura 4 - Esquema do funcionamento de um AFM.
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Fonte: adaptado de Chow; Bucar; Jones (2012).

Na literatura existem muitos estudos e técnicas que analisam a interacdo entre a ponta
de um cantilever e a superficie da amostra, no entanto, eles também podem ser utilizados como
sensores para aplicagéo na detecgédo de analitos, uma vez que apresentam grande sensitividade
para deteccdo de volateis, por exemplo, ou para adsorcao de moléculas (LANG, 2008).

Quando utilizados como sensores, 0s microcantileveres geram uma resposta mecanica,
podendo sofrer deflexdo ou alterar a frequéncia vibracional devido a adsorcdo de moléculas
sobre a superficie e assim, as propriedades elasticas do cantilever desempenham um papel chave
para a andlise do sinal do feixe de laser no detector com alta resolucdo (LIU et al., 2012;
STEFFENS et al., 2014).
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Os sensores de cantileveres, com a fungédo de detectar e/ou quantificar a interagdo entre
uma molécula e a camada sensitiva podem atuar em tempo real e de forma continua e dentre os
varios modos de atuacdo dos cantileveres, podemos destacar dois principais, denominados de
modo estatico e modo dinamico. O modo estatico utiliza a variacdo da deflexdo fisica do
cantilever, enquanto que o modo dindmico utiliza a variagdo da frequéncia de ressonancia do
cantilever resultante do aumento de massa adsorvida na superficie, quando uma molécula
adsorve na superficie do cantilever, que esta suspensa, causa uma alteragdo na massa e também
nas propriedades viscoelasticas do cantilever conforme mostra a Figura 5 (ZAVALA, 2007; LI
etal., 2017).

Figura 5 - Principais modos de operacdo dos sensores de microcantileveres. (a) modo estatico

que explora as mudancas de deflexdo. (b) modo dindmico que explora as mudancas de massa.

Modo Estatico Modo Dinamico

Fonte: Lang (2012).

De acordo com Tamayo et al. (2013), as moléculas adsorvidas no sensor podem causar
um aumento na massa com reducéo na frequéncia de ressonancia, ou pode causar um aumento
na rigidez, que ocasiona um aumento na frequéncia de ressonancia.

Para cada tipo de modo de operagdo é necessario um cantilever com caracteristicas
diferentes visando uma alta sensitividade. Para o desenvolvimento de sensores para deteccdo
de volateis, 0 modo dindmico se mostra apropriado, uma vez que permite a detec¢do de
pequenas altera¢fes de massa resultantes de adsorcao ou dessorcdo de moléculas (VASHIST et
al., 2014).

Quando a frequéncia de ressonancia, resultado do movimento vibratério do cantilever,
é avaliada, a constante de mola deve ser conhecida, uma vez que representa uma medida da
rigidez, a geometria e a variagdo da massa adsorvida sobre o cantilever, e poderdo interferir na
resposta do sensor (VASHIST, 2007; LANG; HEGNER; GERBER, 2010).
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Estes sistemas podem ser utilizados como sensores de precisédo de massa, semelhante a
um sensor de microbalanca de cristal de quartzo, com a vantagem da miniaturizacéo, resultando
em ganho de sensibilidade e limite de detec¢do (TAMAYO et al., 2013). Porém, a sensibilidade,
0s ruidos e a resolucdo, tambem séo influenciados pelas condi¢Ges do ambiente externo, e por
serem fréageis, devem ser operados cuidadosamente (TAMAYO et al., 2013; BAUSSELS,
2015).

Alguns aspectos devem ser considerados para a escolha dos cantileveres utilizados como
sensores, tais como: o0 material deve conter um amortecimento interno baixo (mddulo de Young)
e a geometria devera proporcionar um fator de qualidade (Q) elevado; a superficie deve refletir
com alta qualidade a leitura Optica, ndo podendo ser rugosa, pois dispersaria a luz em todas as
direcdes e, a funcionalizacdo deve ser especifica para a aplicacdo desejada (YEW; CHUNG,
2015). Também deve-se considerar a interferéncia de fatores externos, como a variagdo da
temperatura que pode ocasionar uma alteracdo na constante de mola e, consequentemente na
frequéncia de ressonancia. Além disso, outros ruidos mecénicos devem ser considerados, como
0s ruidos de adsorcdo-dessorcdo (causados pela interferéncia de moléculas presentes no
ambiente)e os ruidos na frequéncia de ressonancia (CUI et al., 2008).

Os parametros mecanicos basicos de um cantilever sdo a constante de mola e a
frequéncia de ressonancia. A constante de mola “K” é um fator de proporcionalidade entre a
forca “F” (em Newton) aplicada e a deflexdo vertical resultante do cantilever (nm) (AS) ao
sofrer uma forga “F”, onde esta relagdo ¢ chamada de Lei de Hooke’s, de acordo com a Equacéo
1 (YEW; CODY; KRAVITZ, 2008):

F =K.AS Equacéo 1
A K produz a rigidez de um cantilever. A expressdo da constante de mola (k) € dada em

funcdo das dimensdes geomeétricas e parametros do material (Equacdo 2) (WANG; ZHANG,;
HE, 2007).

E.w.t? Equacio 2

onde: E é 0o modulo de Young (E = 1,3 x 10 N/m? para silicio no plano <100> de sua

estrutura cristalina) e t, w e | sdo as dimensdes do microcantilever.
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A constante de mola de um microcantilever é relacionada ao médulo de Young, o qual
depende das propriedades do material, definindo assim a sensibilidade do microcantilever
(NADDEDO et al., 2012).

A frequéncia de ressonancia (fres) para um cantilever retangular simples pode ser

expressa pela equacdo 3 (CHEN et al., 1995):

1 |k Equacéo 3

reszﬁ a

onde: m a massa de um microcantilever (kg), a qual pode ser expressa como (Equagéo 4):

m= p.t.l.w Equago 4

onde: p ¢ a densidade do material (kg/m®), t, w e | denotam a espessura, largura e o
comprimento do cantilever, respectivamente.

A relacdo mostra que o aumento da frequéncia de ressonancia € diretamente
proporcional a um aumento da constante de mola e inversamente a reducdo da massa do
cantilever (WILSON; BAIETTO, 2009; BRATTOLI et al., 2011). A mudanca na frequéncia de
ressonancia do cantilever, apds a exposicdo a um analito, deve-se principalmente a massa
adicionada sobre ele, sendo que essa mudanca induzida pela adsorcéo, pode causar alteracdo na
elasticidade e amortecimento do cantilever, e modulam a frequéncia de ressonancia em sistemas
como o apresentando.

A frequéncia de ressonancia pode ser usada para avaliar ligacdes moleculares, e pode
utilizar diferentes técnicas para excitagdo e medicdo da frequéncia de ressonancia, para
conseguir avaliar as mudangas que ocorrem no modo dindmico. Primeiro necessita que eles
sejam excitados e apds 0 movimento resultante € medido e as informagfes processadas por
diferentes técnicas de leitura (JOHNSON e MUTHARASAN, 2012).

A excitagdo pode ser realizada por componentes externos ou internos e se classificam
em 5 categorias: Optica, elétrica, térmica, magnética e acustica. As formas de mensurar a
frequéncia de ressonancia podem utilizar componentes externos, como Optico, técnicas de
capacitancia ou interferometria ou componentes internos, relacionados a alteracGes de

propriedades da camada ativa ou nas propriedades do sensor, que incluem componentes
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piezoelétricos, piezorresistivos e estes podem ser associados (JOHNSON e MUTHARASAN,
2012).

A Figura 6 mostra essa relacdo, demostrando que quando ocorre uma deposicdo de
massa no cantilever funcionalizado, a frequéncia de ressonancia diminui. Essa relacdo permite
a utilizacdo dos cantileveres como sensores mecanicos, que detectam a interacdo entre sensor e

analito, pela alteracdo na massa, e refletem na frequéncia de ressonancia (XU et al., 2014).

Figura 6 - Esquema do mecanismo de deteccdo utilizando cantileveres no AFM, modo
dindmico, evidenciando a reducgéo da frequéncia de ressonancia quando ocorre uma deposi¢éo

de analitos no sensor.
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Fonte: Yu etal. (2012).

Os dispositivos microeletromecanicos (MEMS) sdo descritos como sistemas inteligentes
gue possuem componentes mecanicos e elétricos com tamanho que varia de micrometros (um)
a milimetros (mm), contendo um elemento chave um sistema mecanico que possibilita um alto
desempenho dos sensores, com potencial para detec¢do de moléculas em quantidades minimas,
podendo ser utilizados como sensores com maxima sensitividade, capazes de detectar até
moléculas individuais (SUCHANEK et al., 2017).

Os sensores de cantileveres comparados com outros tipos de transdutores relacionados
a massa, como microbalanca de cristal de quartzo, estes s@o superiores, pois apresentam um
mecanismo de deteccdo mais especifico, respondem melhor a massas menores, sdo compativeis
com arranjos de sensores e apresentam um custo mais baixo, além de apresentarem maior

sensitividade limite de deteccdo no ambiente que pode chegar a atogramas (107'%ag). Os
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sensores de MCQ operam com frequéncias em MHz enquanto em sensores de cantileveres
podem ser operados em KHz, permitindo deteccdo de quantidades menores de analitos (XU et
al., 2014).

A capacidade em adaptar o tamanho e a estrutura, associado com as propriedades dos
micro e nanomateriais, indicam excelentes perspectivas para a construgéo e a aplicacéo desses
sistemas de deteccdo (BOISEN et al., 2011). Pesquisadores conseguiram atingir elevado grau
de sensitividade, na ordem de atograma (ag), permitindo a deteccdo de particulas de virus
individuais com massa na ordem de fentograma (fg), utilizando cantileveres da ordem de 10um
de comprimento (CHAUDHARY e GUPTA, 2009).

Sendo assim, para atuarem como excelentes sensores, os cantileveres necessitam,
obrigatoriamente, de um recobrimento com uma camada sensitiva, a qual deve ser especifica e

capaz de reconhecer moléculas de interesse.

2.3.2 Funcionalizacéo da superficie dos sensores nanoestruturados de cantileveres

Uma das etapas mais importantes na construcdo de sensores € a funcionalizacdo
(deposicao da camada sensora), que pode ser realizada por intermédio da imersdo do corpo do
cantileveres em reagentes para modificacdo quimica, cobrindo-se ambas as faces
proporcionando aumento na area de contato e, consequentemente, uma melhora na
sensitividade. Cantileveres podem ser funcionalizados com diversos materiais tais como,
metais, polimeros, enzimas, entre outros, devendo interagir com analitos especificos que
adsorvam ou se ligam por afinidade quimica e com isso se torna um sensor seletivo e sensivel,
que responde a substancias especificas ou a grupos de substancias. Quando o cantilever entra
em contato com o analito em questéo, ele reage causando uma alteragdo mecénica, observada
pela alteragdo na frequéncia de ressonancia devido a massa adicionada e as pequenas dimensdes
do cantilever contribuem para alta sensibilidade desses sensores (MARGARIDO; MOREIRA,;
HERRMANN, 2016).

O analito e a camada sensitiva podem se ligar de forma reversivel ou irreversivel, se a
ligagdo for reversivel, o analito interage com a camada sensitiva e produz uma resposta, porém,
quando as moléculas s&o removidas, o0 sensor retorna ao seu estado original. Se for irreversivel,
0 analito sofre alteragdes em contato com a camada sensitiva e pode ser consumido no processo
de deteccdo, embora o numero de moléculas de reacdo seja muitas vezes uma pequena

proporcao do numero total presente na amostra (THUNDAT et al., 2003).
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A tilizacdo de materiais sintéticos como camada ativa, embora reduzindo a
sensibilidade e especificidade, em relacdo aos biossensores, sdo0 mais estaveis e reutilizaveis
(SURESH et al., 2014). A camada ativa seletiva proporciona sitios de ligacao especificos para
analisar a substancia alvo de interesse, o transdutor transforma o sinal da alteracéo causada pela
interacdo entre os analitos e a camada ativa em outro sinal que pode ser medido e quantificado
com mais facilidade por meio fisico-quimico, optico, piezoelétrico, eletroquimico, entre outros
(SANG et al., 2014).

Os cantileveres de AFM podem ser funcionalizados de diferentes maneiras com o intuito
de interagir com o analito em questdo, na maioria das vezes, as interacbes especificas entre o
sistema e a amostra sdo reversiveis, permitindo seu monitoramento (ETCHEGARAY; DE
CASTRO BUENO; TESCHKE, 2010).

A deposicdo é responsavel por transferir a dispersdo ou material compdsito no seu
estado inicial liquido sobre um substrato desejado. A qualidade dos filmes obtidos depende do
material do substrato, do pré-tratamento da superficie e das propriedades da propria técnica de
deposicdo, a qual influencia a adesdo (KANOUN et al., 2014).

Na Figura 7 exemplifica a interacdo entre uma determinada camada sensitiva e um
analito. O cantilever funcionalizado em contato com uma determinada amostra, deve ser capaz
de reconhecer de forma especifica, somente o analito de interesse, promovendo uma interacao
que ira causar uma alteracdo nas caracteristicas iniciais do sensor, neste caso, alterando a
frequéncia de ressonancia por alteracdo na massa do sensor, sendo esse sinal traduzido de forma
que possa ser mensuravel (JOHNSON e MUTHARASAN, 2012).

Figura 7 - Desenho esquematico da interacdo especifica entre a camada sensitiva depositada

sobre o cantilever e 0 analito de interesse.
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Fonte: JOHNSON e MUTHARASAN (2012).
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Existem diferentes técnicas de deposi¢cdo da camada ativa a fim de obter filmes
poliméricos para os mais diferentes substratos e nos mais diferentes tipos de configuracdes de
sensores. Dentre as diferentes técnicas de funcionalizagéo, pode-se citar a automontagem, que
consiste em uma teécnica de fabricacdo de filmes ultrafinos em multicamadas, através de
interacOes eletrostaticas com a formacgdo de estruturas supramoleculares, e como o proprio
nome sugere, 0 Processo reorganiza espontaneamente os componentes de um sistema
desorganizado, conseguindo reestrutura-lo sem intervencao ou auxilio, de uma forma que seja
termodinamicamente estavel (BAI e SHI, 2007).

O principio da técnica se baseia na adsor¢do espontanea entre espécies quimicas,
permitindo a utilizacdo de uma grande variedade de materiais organicos e inorganicos (SEO et
al., 2008). A interacdo entre os suportes definidos e os materiais pode ocorrer por adsorcao
fisica ou quimica, na adsor¢do quimica, as camadas sao adsorvidas sobre o suporte por ligacdes
quimicas e na adsorcdo fisica, as camadas sdo adsorvidas por meio de interacdes eletrostaticas
ou ligacOes de hidrogénio, sendo que as ligacOes sdo fortes o suficiente para manterem a
estabilidade do material adsorvido no substrato (MICHEL et al., 2012; NABOK et al., 2017).

A superficie de um substrato precisa apresentar carga inicial superficial ndo neutra, de
forma geral, se um substrato € carregado negativamente, pode ser imerso em uma superficie
contendo um polieletrélito com cargas positivas (polication), por um tempo predeterminado,
apos esse tempo de imersdo, uma camada de material é adsorvida, através de ligacGes
eletrostéaticas, entre as cargas do suporte e as cargas do polication e o excesso do material é
removido apos a imersdo em uma solucdo de lavagem. Na segunda etapa, para formacdo da
outra camada, 0 suporte agora contendo cargas positivas na sua superficie, € imerso em uma
solugdo contendo um polieletrdlito com cargas negativas (polidnion), por um tempo
predeterminado, e apds imerso em uma solucdo de lavagem e seco com ar ou nitrogénio. E
entdo, tem-se a primeira bicamada, como pode ser observado na Figura 8 (BRAGA et al., 2008;
RAPOSO e OLIVEIRA JR, 1998). Este procedimento pode ser repetido por inUmeras vezes,

formando multicamadas sobre substratos solidos.
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Figura 8 - Representagdo esquematica do processo de deposicao do filme utilizando a técnica
LbL. Os passos A e C representam a adsor¢cdo de um polidnion e de um policétion,

respectivamente, e 0s passos B e D sédo as solugdes de lavagem.
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Fonte: Oliveira; Barros; Ferreira (2017).

Entre os diferentes materiais que podem ser utilizados para funcionalizacdo por LbL, 0s
polimeros vém ganhando destaque. A Pani, um polimero condutor, utilizada individualmente
ou associada a derivados de carbono, como nanotubos de carbono ou grafeno, pode ser

vislumbrada como camada sensitiva de grande potencial.

2.3.2.1 Polimeros Condutores

Os polimeros condutores sdo formados por uma cadeia principal contendo ligacfes
simples e duplas alternadas. Enquanto que uma ligagdo simples é forte e contem mais elétrons
localizados, a ligagdo &, ¢ mais fraca e contém elétrons menos localizados. Isso significa que
os elétrons  podem exibir maior mobilidade pelo fato da conjugacgdo resultar na formacao de
um orbital estendido. Em consequéncia dessa estrutura, pode-se dizer que esses polimeros sdo
condutores (EFTEKHARI; LI; YANG, 2017).

No entanto, para que a condugdo possa existir, & necessario que elétrons sejam
removidos (ou adicionados) por meio de processos de dopagem. Se um segundo elétron se move
para a vacancia, deixa atrés de si uma nova vacancia que podera ser ocupada por elétrons mais

préximos e desse modo, o movimento de elétrons em longas distancias da origem a conducéo



44

elétrica nos polimeros conjugados que, em seu estado dopado ou condutor, sdo mais comumente
conhecidos como polimeros condutores (BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014,
EFTEKHARI; LI; YANG, 2017).

As polianilinas apresentam uma série de caracteristicas que a destacam entre 0s
polimeros condutores, como polimerizacdo simples, baixo custo do seu mondmero e
estabilidade, além de ser o Unico polimero condutor onde a sua condutividade é controlada
pelos niveis de dopagem e apresenta a mais rapida adsorcao/dessorcao de vapores (OSTWAL,
SAHIMI; TSOTSIS, 2009).

A polianilina se apresenta como um material heterogéneo, possuindo regides altamente
cristalinas condutoras e regifes amorfas isolantes. A dopagem com &cido melhora a
organizacdo e consequentemente, sua condutividade (FRATODDI et al., 2015).

A formacao do polimero pode ser realizada por nucleacdo homogénea ou heterogénea e
existem diferentes métodos para sintetizar a polianilina e geralmente séo escolhidos em funcéo
da aplicacdo, podendo ser sintetizada por meio da oxidacao quimica ou eletroquimica da anilina
em meio acido (WANG et al., 2009).

A sintese quimica convencional possui a grande vantagem de produzir um polimero de
alta massa molecular e de elevada pureza, que pode ser obtido diretamente no estado dopado,
em grandes quantidades, na forma de um p6 verde (estado de oxidacdo esmeraldina). Por outro
lado, a sintese eletroquimica da polianilina ndo necessita de agente oxidante e catalisador
(MEDEIROS et al., 2012).

A sintese quimica € o método mais comum de polimerizacdo da anilina, pois apresenta
o melhor rendimento (HEEGER, 2001). A polimerizagdo envolve a oxidagdo direta dos
mondmeros de anilina por oxidacdo quimica. As sinteses mais utilizadas séo a polimerizacdo
interfacial (RAKIC; TRIFUNOVIC; CIRIC-MARJANOVIC, 2014).

Ja na sintese interfacial, 0 mecanismo de polimerizacdo oxidativa ocorre na interface
de duas fases imisciveis (um solvente organico e uma fase aquosa), sem a necessidade de
agitacdo, o pH ¢ acido e pode ser realizada a temperatura ambiente. No caso da polimerizagéo
da anilina (mondmero), a mesma é solubilizada em solvente organico (tolueno, diclorometano,
cloroférmio) e o agente oxidante (persulfato de aménio por exemplo), é solubilizado numa
solucgéo &cida aquosa (VIRJI et al., 2004; NAJIM e SALIM, 2017).

Quando um ion é transferido na interface entre a 4gua e um liquido orgénico, uma
corrente flui atraves da interface e a diferenca de potencial entre as duas solucdes é proporcional
ao nuamero dos elétrons carregados que sdo transferidos através da barreira. Portanto uma vez

que o mondémero (anilina) e o iniciador (oxidante) sdo separados pela fronteira entre a fase



45

aquosa (&cido/oxidante) e a fase orgénica (mondmero/solvente orgénico), a polimerizacao
ocorre nesta interface, formando as nanoestruturas (DALLAS e GEORGAKILAS, 2015).

Resumidamente a polimerizacgdo in situ apresenta vantagem de produzir um polimero
de alta massa molecular e de elevada pureza, que pode ser obtido em grande quantidade
diretamente no estado dopado (ROTH e GRAUPNER, 1993). Ja a sintese interfacial surgiu
como uma rota facil para fabricacdo de nanofibras de Pani, ndo dependendo de nenhum dopante
especifico ou solvente (HUANG e KANER, 2004).

Nanoestruturas de polimeros condutores (nanobastdes, fios, fibras e tubos) vém sendo
estudadas acompanhando uma tendéncia geral de pesquisa em ciéncia dos materiais, baseados
na expectativa de que a combinacdo de polimeros organicos condutores e nanoestruturas
permitiriam obter propriedades superiores ou novas propriedades (EFTEKHARI; LI; YANG,
2017).

A Pani em nanoestruturas apresenta-se com maior organizagdo (ou com menor
proporcdo de defeitos), apresentando melhor resisténcia mecénica e valores de condutividade
mais altos. Além disso, uma vez que ndo possui uma estrutura aglomerada é mais facilmente
dispersa em solventes, mesmo estando na forma dopada (CHIOU, 2006).

A opcéo de utilizagdo de polimeros condutores como camada sensitiva em sensores de
gases se deve aos inumeros fendmenos fisicos e eletrénicos que podem sofrer quando expostos
aos analitos. Estes fendbmenos causam mudancas na matriz polimérica tais como modificacGes
na conformacdo das cadeias, efeitos de solvatacdo tanto das cadeias poliméricas como dos
contra-ions dos dopantes, atracdo ou insercdo de elétrons, alteracdo da mobilidade dos
portadores de carga e inchamento da matriz polimérica. E também provocam mudancas na
resisténcia as quais sdo convertidas em sinais elétricos e/ou mecanicos detectaveis (PATERNO
e MATTOSO, 1998; BAI e SHI, 2007).

Uma grande variedade de sensores de volateis tem sido desenvolvidos usando
polimeros condutores como camadas ativas (BAI e SHI, 2007). Sendo que a Pani vem se
destacando entre os polimeros condutores por sua facilidade de polimerizacdo, mecanismos de
conducdo elétrica estaveis, alta estabilidade quimica em condi¢cBes ambiente, baixo custo e
dopagem quimica reversivel (MATTOSO, 1996; FRATODDI et al., 2015).

No geral, polimeros condutores fornecem uma matriz adequada para preparacdo de
nanocompositos, possibilitando a fabricagdo de uma gama de novos materiais com
possibilidade de utilizagdo como camada sensitiva em sensores (SALVATIERRA; OLIVEIRA;
ZARBIN, 2010).
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Os nanocompdsitos podem ser caracterizados como um conjunto de materiais em que
pelo menos um dos seus componentes apresentam dimensdes nanométricas, onde um dos
materiais funciona como matriz, na qual as particulas do outro material se encontram dispersas
(ESTEVES et al, 2004).

As excelentes propriedades mecénicas, elétricas e térmicas dos derivados de carbono,
tais como NTC e Grafeno, fazem destes, potenciais para fabricagdo de nanocompdsitos,
podendo ser utilizados como materiais de refor¢o para serem associados a polimeros (CZERW
etal., 2011).

2.3.2.2 Nanotubos de Carbono

O carbono esta entre os elementos mais importantes da natureza, ¢ a base da quimica
orgénica e fundamental para uma série de importantes estruturas biologicas. Além das duas
formas cristalinas de carbono elementar: diamante e grafite, em 1985, pesquisadores
demonstraram a existéncia dos fulerenos (KROTO, 1985; DILONARDO et al., 2017) e em
1991, Sumio lijima demonstrou a existéncia dos nanotubos de carbono (NCT), um dos
primeiros produtos industriais da nanotecnologia (IIJIMA, 1991).

Estudos tém demonstrado que os NTC tém grandes potencialidades, podendo ser
utilizados em dispositivos eletronicos, sensores, adsorventes moleculares, bem como em
produtos quimicos ,engenharia biomédica, neuroengenharia, terapia génica e vetorizacdo de
farmacos (TANG et al., 2017).

Do ponto de vista estrutural, ha dois tipos de NTC que podem apresentar alta perfeicao:
0s nanotubos de carbono de parede simples (NCPS) podem ser considerados como uma Unica
folha de grafeno enrolada sobre si mesma para formar um tubo cilindrico, e os nanotubos de
carbono de paredes mdltiplas (MWNT) que compreendem varios nanotubos concéntricos
(Figura 9) (IJIMA, 1991).

Os metodos de preparacao mais utilizados na obtencéo de NTC s&o: descarga por arco
(JOURNET, 1997), ablacdo a laser (GUO, 1995) e deposicdo quimica de vapor (CVD)
(COLOMER, 2000).
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Figura9 - Representacdo esquematica das principais formas de NTCs: (A) NCPS e (B) MWNT.
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Fonte: Vicentini (2013).

Devido as propriedades fisicas e quimicas dos NTC e da Pani, cada material é reforgado
com o composito formado pelos dois, e estes passam a exibir propriedades Unicas, que ndo sao
possiveis de serem obtidas a partir dos seus componentes individuais (SALVATIERRA,;
OLIVEIRA; ZARBIN, 2010) No entanto, a formacdo de nanocompdsitos destes materiais
ocasiona problemas de processamento em filmes ou obtencao de solu¢des. Uma alternativa é a
obtencdo de filmes pela técnica de LbL, consegue recobrir a superficie dos MWNT com
particulas de Pani (HYDER et al., 2011; ROSA et al., 2015).

2.3.2.3 Grafeno

O grafeno esta entre os materiais mais estudados nas mais diferentes areas. Descrito
como um arranjo bidimensional de uma Unica camada de atomos de carbono de hibridizacédo
sp?, semelhante a uma colmeia (Figura 10), apresentando anéis hexagonais ligados entre si por
meio de ligagdes 6 com outros trés atomos de carbono vizinhos, proporcionando a este material,

dureza superior a qualquer outro (NABOK et al., 2017).

Figura 10 - Estrutura béasica do grafeno.

Fonte: Nabok et al. (2017).
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Além de apresentar alta condutividade elétrica, apresenta excelente estabilidade térmica,
elevada transmiténcia dptica e grande area superficial (LEE et al., 2015). Existem varias formas
para fabricacédo do grafeno, entra elas, 0 método de peeling e de deposicdo quimica de vapor; e
0 método de esfoliacdo do grafite bulk, que constitui etapas que englobam oxidacao, esfoliagcdo
e reducdo das folhas de grafite, conforme a Figura 11 (KRISHNAMOORTHY et al., 2013)

Figura 11 - Esquema geral da reacdo de esfoliacdo quimica do grafite bulk para obtencdo do

grafeno.
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O OG é facilmente disperso em solucdo aquosa, devido a presenca de grupos funcionais,
como 4&cidos carboxilicos e &lcoois, além disso a sua alta estabilidade quimica, alta
condutividade e principalmente a grande area superficial, permitem que as folhas de grafeno
atuem como substratos excelentes para hospedagem e desenvolvimento de nanocompdsitos
com propriedades unicas. O OG pode ser associado a diferentes materiais, como derivados de
carbono, nanoparticulas e a polimeros, para fabricacdo de camadas sensoras (LEE et al., 2015).

Estudos mostram que nanocompositos de polimeros, como a Pani com OG, apresentam
alta sensitividade quando utilizados como camadas sensoras em sensores (PEI et al., 2004 e
CHEN et al., 2013).

Em relacdo aos nanocompdsitos envolvendo Pani e grafeno, estes podem ser formados
pela mistura direta dos dois materiais, polimerizacéo eletroquimica individual ou associada, e
também pela polimerizagdo quimica da anilina na presenga do grafeno. Ainda, podem ser
desenvolvidos filmes pela técnica de LbL apds a sintese individual da Pani e do OG. Essa
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técnica apresenta bons resultados, e se baseia na interacdo eletrostatica entre a Pani, carregada
positivamente, e 0 OG, carregado negativamente (LEE et al., 2015).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

O grande volume de agroquimicos utilizados na producdo de alimentos, muitas vezes
sem o controle adequado, pode trazer sérios problemas ao meio ambiente e a populacéo de
modo gera. Desse modo iniciativas que busquem formas de controle ou identificacéo de insetos-
praga precocemente, reduzindo danos e muitas vezes evitando a utilizagdo de compostos
quimicos sdo necessarias.

Neste sentido, uma alternativa promissora é a utilizacdo de feromonios de insetos para
monitoramento e controle de pragas, como o percevejo marrom, E. heros, problema na cultura
de soja. Assim, o desenvolvimento de sensores nanoestruturados de cantileveres que sejam
capazes de detectar o 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, principal composto do feromonio
sexual deste percevejo, de forma seletiva, rapida e eficiente, se mostra extremamente promissor.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que apresentem o
desenvolvimento desse tipo de sensor para detec¢do de compostos feromonais do percevejo
marrom. Frente a estes dados, justifica-se a realizacdo deste estudo que visa, de forma geral,
desenvolver um sensor para deteccdo deste composto, e que possa ser pensado, futuramente,

para utilizacdo no campo.
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DESENVOLVIMENTO DE SENSOR DE PANI/PSS PARA
DETECCAO DO FEROMOMIO SEXUAL DO PERCEVEJO
MARROM
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3.1 INTRODUCAO

A agricultura vem utilizando a tecnologia para gerenciar a producao agricola, desde o
preparo do solo, controle de pragas, plantacdo e colheita, com o objetivo de melhorar o
desempenho das culturas, com reducdo de prejuizos e sempre com foco na qualidade ambiental
(LAAMRANI et al., 2018).

Mesmo com a modernizagdo, um dos grandes problemas na agricultura sdo as perdas
por pragas, e neste contexto, os feromdnios podem ser utilizados para controlar e monitorar
insetos, sendo uteis para estimar o tamanho de uma populacao de insetos atraves de amostragem
de campo. Os feromdnios utilizados no manejo de pragas apresentam vantagem de serem
compostos naturais, utilizados em pequenas quantidades, se decomp®e rapidamente no meio
ambiente, sdo altamente especificos, pois ndo atuam em organismos ndo-alvo e permitem a
rapida deteccdo de insetos no campo, auxiliando nas decisGes, principalmente em relacéo a
aplicacdo de produtos quimicos.

O percevejo marrom, praga da cultura da soja, tem como principal composto do
feromonio sexual, o 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, um éster liberado em pequenas
quantidades pelos machos. Esse composto, altamente especifico, pode ser utilizado como
analito para deteccdo em sensores, com 0 objetivo de detectar 0s percevejos precocemente na
lavoura.

Os sensores de cantileveres podem ser desenvolvidos com essa finalidade, uma vez que,
dependendo da especificidade da camada ativa, sdo capazes de detectar pequenas quantidades
de analitos, como o feromdnio sexual do percevejo marrom.

Dentre as inimeras possibilidades de funcionalizagdo, os polimeros condutores sao
bastante explorados. Apresentam baixo custo e boa resposta frente a diferentes moléculas de
volateis, apresentando alta sensitividade (ROZEMARIE, et al., 2017). A Pani, obtida através
da sintese interfacial, tem demostrado grande potencial para ser utilizada como camada sensora
em sensores de cantilever na deteccdo de volateis (STEFFENS et al. 2013).

A forma de funcionalizagdo dos sensores também interfere na sua qualidade, e dentre
os diferentes métodos, a deposicdo por Layer by layer (LbL) tem como vantagem a formacao
de filmes ultrafinos com materiais poliméricos, possibilitando o controle da espessura, além de
ser experimentalmente simples (BRAGA et al., 2008; MANZOLI et al., 2014). Sendo assim, 0
objetivo do estudo foi desenvolver um sensor de Pani/PSS, utilizando a técnica LbL, para
deteccdo do 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila, principal componente do feromdnio sexual
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do percevejo marrom, sintetizado em laboratério e também avaliar a resposta dos sensores

frente a liberacédo de interferentes.

3.2 MATERIAL E METODOS

Neste item serdo apresentados os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento
dos sensores nanoestruturados de cantilever de Pani/PSS, assim como a resposta destes na
deteccdo do 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, e dos compostos utilizados como
interferentes, tridecano, 4-oxo-(E)-2-hexenal e 2-(E)-4-(Z)-decadienoato de metila. Assim
como avaliagdo da resposta dos sensores (tempo de resposta, sensitividade, limite de deteccéo,
repetibilidade e reversibilidade), e caracterizacdo da camada sensora (UV-Vis, PM-IRRAS,
MEV e AFM).

3.2.1 Cantileveres

Foram utilizados cantileveres de silicio (Si) com mddulo de Young de E= 1,3x10' N/m?,
no plano <100> de sua estrutura cristalina. A escolha do cantilever de Si foi baseada no fato de
ser estavel ao longo do tempo e muito utilizado na fabricacdo de sensores.

Os cantileveres de Si foram adquiridos comercialmente (Budget Sensors®) com
frequéncia de ressonancia de 13+4kHz, constante de mola de 0,2 N.m, comprimento de 450
pum, largura de 50 pm e espessura de 2 um, revestido com uma camada de 30 nm de aluminio
(camada refletora).

Todos os cantileveres, antes da funcionalizacdo, foram lavados com alcool isopropilico
por 2 min em placa de Petri para eliminar quaisquer sujidades presentes. Em seguida, foram

secos a temperatura ambiente (25°C) por 30 min.

3.2.2 Sintese Interfacial da Pani

A sintese da Pani foi realizada pela técnica interfacial de acordo com Huang e Kaner
(2004). Para a sintese 0 mondmero (anilina, Sigma Aldrich, 99,5 %, USA) foi dissolvido no
solvente organico (diclorometano, Synth, 99,5 %) e o oxidante (persulfato de aménio, Sigma-
Aldrich, 98 %, USA) dissolvido em HCI 1 mol. Lt (Merck, 99 %, USA). Em seguida, a solucéo
oxidante foi adicionada lentamente a solu¢do de mondmero de forma a ndo ocorrer a mistura

das fases. A reacdo foi deixada em repouso por 2 h, em frasco vedado e protegido da luz a
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temperatura e umidade ambiente (25°C; 67%). Ap6s o produto da reacdo foi filtrado (papel
filtro Milipore 25 pum) e lavado vérias vezes, intercalando lavagens com metanol (Merck,
99,5 %, USA) e agua ultrapura.

Ap0s o filtrado foi seco por 20 h em dessecador a vacuo, obtendo-se assim a Pani no
estado de oxidag&o sal esmeraldina. O p6 obtido foi utilizado para preparo da solugdo de Pani,

sendo 0 mesmo utilizado para a funcionalizagéo.

3.2.3 Preparo da solucéo de Pani

A solucdo de Pani foi preparada utilizando 10 mg do p6 diluido em 1 mL de n, n
dimetilacetamida (DMAc, Merck, 99 %) e mantido em ultrassom (Unique modelo USC-1800)
por 1 h. Apds, foi adicionado solugdo de HCI (1 mol. L) pH 3,0, até completar 10 mL,
deixando a mesma agitando em agitador magnético overnight antes da sua utilizacdo (RAM et
al., 1999).

3.2.4 Preparo da solucdo de PSS

A solucdo de PSS (Sigma Aldrich), foi preparada utilizando 5 mg de PSS diluido em
solugdo de HCI (1 mol. L) pH 3, apresentando concentragéo final de 0,5 mg. mL* (CHEUNG;
STOCKTON; RUBNER, 1997; RAM et al., 1999; MANZOLI et al., 2014)

3.2.5 Funcionalizacdo das superficies dos cantileveres

A funcionalizacéo foi realizada pela técnica de automontagem (LbL), de acordo com a
metodologia de Raposo et al. (1997). A definicdo do nimero de bicamadas e do tempo de
permanéncia em cada etapa da funcionalizacéo por LbL, foi baseada em trabalhos de cinética
de adsorcéo realizados por Manzoli et al. (2014) e Silva et al. (2014). Também foi realizado um
teste preliminar com deposicao e avaliagcdo de 10 bicamadas de Pani/PSS nos sensores onde
observou-se que a partir da 8 bicamada houve um aumento na frequéncia de ressonancia dos
cantileveres, indicando uma possivel alteracdo nas caracteristicas dos mesmos, em relacdo a
rigidez. A deposicéo foi alternada com polimeros de cargas opostas do polianion (solugéo de
PSS) e polication (solugdo de Pani), em ambos os lados do cantilever (superficie superior e
inferior) até a formacéo de sete bicamadas
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As bicamadas de Pani/PSS foram obtidas por meio da imersdo do cantilever na solugéo
de polidnion por 3 min, seguidas pela lavagem com HCI pH 3,0 por 1 min e secas por 15 min a
temperatura de 25 °C. Posteriormente o cantilever foi imerso em solugdo de polication por
3 min, novamente lavado por 1 min e seco por 15 min, conforme ilustrado na Figura 12. Assim,
com os testes preliminares e os dados buscados na literatura, definiu-se 7 bicamadas para
realizacdo de todos os sensores.

Figura 12 - Representacdo esquematica da deposi¢do dos filmes de Pani/PSS por meio da
técnica de LbL.

1*Solu¢ao 2*Solugzo 1*bicamada

Lavagem Lavagem
— — "
- 1%
a ".
1° Secagem ‘ 2% Secagem -
o N

Fonte: adaptado de Silva et al. (2014).

Devido ao tamanho reduzido do cantilever e para evitar a funcionalizacdo do seu suporte
que pode interferir na constante de mola (k), 0 mesmo foi recoberto com uma fita de Teflon®
deixando somente a haste (dois lados — superior e inferior) em contato com as solugdes.

3.2.6 Caracterizacdo dos filmes depositados sobre os cantileveres

Para analise da composicdo quimica e a orientagdo das moléculas das camadas
depositadas sobre o cantilever utilizou-se a técnica de PM-IRRAS em um espectrofotémetro
KSV, modelo PMI 550 (KSV Instruments, Finlandia), com resolugdo espectral de 8 cm™ e
angulo de incidéncia de 81°. Esta andlise foi realizada no Instituto de Fisica da USP, Séo
Carlos/SP.

Para avaliacdo dos filmes em relacdo a dopagem, acompanhamento do crescimento e a
interacdo dos filmes automontados, bem como verificar as bandas caracteristicas dos grupos
cromoéforos dos filmes, espectros de absor¢do UV-Vis foram obtidos utilizando-se um

espectrofotdmetro de UV-Vis (Agilent, modelo 8453E) com varreduras entre 200-1000 nm.
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Para a caracterizacdo estrutural da Pani, a difratometria de raios X (DRX) foi realizada
em um difratdbmetro (Rigaku - Mini flex 1), operando na geometria convencional 2 6, sendo
que o angulo da analise se estendeu entre 1,35 a 90°, com as condic¢des de analise: velocidade
de varredura: 2.50, passo: 0.05; detector de cobre: 1,54 nm e voltagem do detector: 30 mA.

A técnica de AFM foi utilizada para caracterizar os filmes em relagdo a morfologia,
rugosidade e espessura. As analises foram realizadas em um AFM (Nano Surf, Suica),
utilizando ponteiras de silicio anexadas a um cantilever de constante de mola 48 N.m* e
frequéncia de ressonancia de 190 KHz (Budget sensors®). Todas as imagens foram obtidas em
modo dindmico com velocidade de varredura de 0,5 Hz. A raiz quadrada da média da
rugosidade (Rms) foi calculada usando o software Gwyddion (Versdo 2.18). A Rms é uma
funcdo da média do desvio dos picos e vales no perfil da superficie do material (LEITE et al.,
2005; BURLAKOV et al., 2016). Para a andlise foram utilizadas placas de silicio
funcionalizadas com filmes de Pani/PSS pela técnica de LbL apds a 12, 32 5% e 72 bicamada
depositada.

Para avaliar a deposicdo dos filmes em cada bicamada a frequéncia de ressonancia foi
medida utilizando o AFM e assim, calculada a massa depositada em cada bicamada. A
frequéncia de ressonancia avaliada em cada uma das etapas pode ser relacionada com a massa
(m) depositada sobre o microcantilever e a constante de mola (K). A variagdo de massa
depositada sobre o cantilever em cada bicamada foi calculada pela Equagdo 5 (WANG,;
ZHANG; HE, 2007). Essa avaliacdo é importante para verificar se houve a deposicdo das
camadas no sensor e também para avaliar se a deposicao ocorreu uniformemente, o que pode
influenciar na qualidade do sensor desenvolvido. Neste experimento foram utilizados

microcantileveres com frequéncia de ressonancia 13+4 KHz e com K= 0,2 N/m.

Am = —= (i — i) Equacdo 5

4mn f12 fo2

onde K=constante de mola, f; é a frequéncia final e fo € a frequéncia inicial do cantilever e n é
uma constante que depende do cantilever utilizado (0,24 para retangulares) (CHEN et al., 1995).

As alteracOes na rigidez do cantilever também foram avaliadas apds a deposicédo de cada
bicamada. A Kieaded foi calculada utilizando a Equacdo 6 (MANZOLI et al., 2010; PARKIN et
al., 2011):

2
Kioadea = ((fnf;fon) + 1) * (Ko * (1 + %)) Equacéo 6
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onde: f,= frequéncia apo6s cada etapa de funcionalizacdo, fon = frequéncia inicial, antes da
funcionalizagdo, ma= massa adicionada sobre o cantilever apos cada etapa de funcionalizag&o,
mc = massa inicial do cantilever e Ko= constante de mola inicial do cantilever.

Para realizacdo das medidas, o cantilever foi acoplado em um canticlipe e anexado ao
scanner piezoelétrico do AFM, em seguida alinhado o laser e medida a sua intensidade de sinal.
A cada bicamada depositada era realizada a medida de frequéncia de ressonancia, sempre em
triplicata, ajustando o equipamento para realizacdo de medidas no ar e no modo dindmico. E
importante ressaltar que o equipamento ajusta automaticamente a faixa de frequéncia de
ressonancia (harmoénico) necessaria para causar a vibracdo do cantilever, de acordo com o
modelo do cantilever selecionado.

Para verificar a morfologia superficial dos filmes formados, quanto ao tamanho, forma
e distribuicdo dos graos ou fibras de Pani foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura
(MEV, JEOL, JSM- 6701F) operando a 5 kV.

Para a observacdo das superficies dos cantileveres ndo funcionalizados e
funcionalizados com os filmes LbL de Pani/PSS com amplia¢bes de algumas dezenas até
milhares de vezes as dimensdes fisicas foram avaliadas em um microscépio (Olimpus CX41)
com um aumento de 100X, acoplado a uma camara digital (Opton 5.0 mp) e as imagens
digitalizadas em computador com o auxilio do software Motic Image Plus 2.0.

Para avaliar a molhabilidade que pode ser representada pelo angulo entre o contorno da
superficie da gota e a interface liquido/sélido, denominado angulo de contato foram realizadas
medidas em aparelho KSV Instruments, através da deposicdo de uma gota de &gua ultrapura
(tenséo superficial de 72,7 mJ/m?) sobre superficies ndo funcionalizadas e funcionalizadas. Os

experimentos foram realizados no Instituto de Fisica da USP, Sdo Carlos/SP.

3.2.7 Avaliacédo dos sensores nanoestruturados de cantilever

Para avaliar a resposta dos sensores nanoestruturados foi projetada uma camara de
polipropileno com volume de 6,38 cm®. A camara contém um orificio central superior com
25 mm de didametro e 13 mm de altura para o encaixe da cabeca do scanner piezoelétrico do
AFM, dois orificios laterais para a entrada e saida dos compostos volateis. Para vedacdo da
camara foi utilizada um filme de borracha (K-dent, USA) na parte inferior e um anel de borracha
de vedacéo (na parte superior (Figura 13). Entre a cAmara e a borracha superior, foi inserido
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sensor comercial de temperatura e umidade (Sensirium Kit EK-H5, resolugdo SHT2x) para

monitorar as condigdes do experimento.

Figura 13 - Diagrama esquematico (a) e imagem real (b) da cAmara desenvolvida para deteccao

dos volateis com suas medidas.

Fonte: o autor.

A camara foi construida com o menor volume possivel para que possa ocorrer a vibragdo
do cantilever e avaliagdo da frequéncia de ressonancia sem a interferéncia das paredes internas
da mesma, assim, ndo influenciando na resposta do sensor.

Para realizacao dos testes foi utilizado o principal componente do feroménio sexual do
percevejo marrom, o composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, sintetizado pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

O composto ¢ liquido a temperatura ambiente, apresenta densidade de 0,9 +0,1 g/cm3e
massa molecular de 270 g/mol e foi utilizado em diferentes concentracdes (0,005 — 0,01 — 0,05
- 0,1 - 0,2 — 0,3 pg/mL), sendo que as diluicdes foram realizadas com o solvente n-hexano
(MERCK 99%) (PIRES e ZARBIN, 2006).

Para avaliar a resposta dos sensores foi calculado a concentracdo do composto
feromonal, 2,6,10-trimetiltridecanoato, no interior da camara, considerando a quantidade deste
presente na aliquota inserida (20pL), para cada concentragéo.

Para o calculo (Equagdo 7) foi considerado o volume da cadmara (6,38cmq), a
temperatura (25°C) e a pressao atmosférica na cidade de Erechim (0,9158 atm), de acordo com
a estacdo meteorologica automatica experimental de Erechim, localizada a latitude de
27°38'45,5", longitude de S 52°16'19,1"W e altitude de 664m) (STEFFENS et al., 2014) e esta

expressa na Tabela 1.
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Vvoc X p(voc) RXT

X Equacéo 7
MW (voc) P XV (camara)

yi(ppm) =

onde: Vvoc (L) é volume do composto, p (g/L) é a densidade do composto, MW (g/mol) é a
massa molar do composto, R=(0,0820574587 (L*atm*K 1*mol!) ¢ a constante dos gases, T

(K) é a temperatura, P (atm) é a pressdo e V (L) volume da camara.

Tabela 1 - Concentragdo do composto feromonal, 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, no

interior da cdmara, para cada concentracao inserida.

Concentracao (ug/mL) Concentracdo do composto na camara (fg/mL)
0,005 14
0,01 2,9
0,05 145
0,1 28,9
0,2 57,8
0,3 86,8

fg=10T,

Fonte: o autor.

O solvente utilizado para auxiliar no carreamento dos compostos até o sensor, foi o n-
hexano, uma vez que o 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, mesmo sendo um composto
relativamente volatil, nesse modelo experimental necessita de um solvente organico mais
volatil, para auxiliar no transporte até o sensor. Varios trabalhos na literatura mostram que o n-
hexano ndo é capaz de atrair 0s percevejos, portanto ndo interferindo na resposta quando
projetada sua utilizacdo no campo (BORGES et al., 1998; ZARBIN et al., 2000; PIRES et al.,
2006).

Para avaliagdo leitura da resposta do sensor nanoestruturado de Pani/PSS,
primeiramente o cantilever foi colocado em um porta cantilever (canticlipe) e encaixado na
cabeca do scanner piezoelétrico do AFM. Entdo, a camara foi encaixada na cabega do scanner,
sendo vedada com anel de borracha. O sinal do laser foi ajustado na extremidade final do
cantilever e ajustado no centro do fotodetector de quatro quadrantes, sendo que a intensidade
foi verificada, ficando em torno de 70%.

A frequéncia de ressonancia dos cantileveres (com e sem funcionalizacdo) foi avaliada
na presenca de diferentes concentragcdes do feromdnio e na auséncia do mesmo (branco). Para
realizacdo das medidas foi selecionado o modelo do cantilever no software do AFM e o
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equipamento faz a selecdo da faixa de frequéncia de ressonancia adequada (harmonico) para a
vibragdo do cantilever.

Uma aliquota de 20 pL de cada concentracdo do feromonio (sempre da menor para
maior concentracdo) foi adicionada, com o auxilio de uma microseringa, sobre um pedaco de
papel filtro (Milipore 25 pm) que foi acoplado no fundo cdmara desenvolvida.

Antes de iniciar as medidas com o composto (2,6,10-trimetiltridecanoato de metila), os
sensores foram mantidos em contato com ar sintético (White Martins 99%) por 2 min, tempo
necessario para estabilizacdo da frequéncia de ressonancia. Posteriormente o0 composto
feromonal foi introduzido na cdmara e entdo avaliada a resposta do sensor realizando medidas
a cada 20 s por 5 min. Depois de cada concentracdo avaliada, o papel filtro foi retirado e
adicionado novamente ar sintético para fazer a limpeza da camara.

Cabe ressaltar que as medidas foram realizadas utilizando um canticlipe para medidas
em ar, sempre no modo dindmico do AFM.

Os sensores também foram expostos ao n-hexano, solvente utilizado nas diluicdes dos
compostos feromonais, por 5 min avaliando a frequéncia de ressonancia a cada 20 s, com 0
intuito de avaliar se as respostas dos sensores poderiam estar sofrendo interferéncia do solvente.

Em todos os experimentos a temperatura foi controlada e monitoradas, através de um
modulo controlador (Nanosurf, Suica), e a umidade relativa com um sensor comercial
(Sensirium Kit EK-H5, resolucdo SHT2x).

Além do sensor utilizado no interior na cAmara e do controlador de temperatura externa,
também foi utilizado um sistema de resfriamento, para auxiliar na manutencdo da temperatura

interna e reduzir a interferéncia dos ruidos do ambiente, de acordo com a Figura 14.

Figura 14 - Sistema de resfriamento do equipamento de microscopia de forca atdmica

desenvolvido para controle de temperatura e minimizag&o de ruidos.

Fonte: Martinazzo (2017).
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Esse sistema de resfriamento do AFM foi desenvolvido tendo como base uma pastilha
Peltier com dimens6es de 50 x 53 mm. Este elemento, quando ligado a uma fonte de corrente
continua (CC) teve uma de suas faces resfriadas e a outra aquecida. Em ambas as faces foram
acoplados dissipadores de calor aletados. Para minimizacdo de ruidos e interferéncias nas
respostas, usou-se uma caixa de fibra de média densidade (MDF) sobre a parte do equipamento
que ficava o cantilever em contato com a amostra. A face resfriada e seu dissipador ficaram na
parte interna da caixa enquanto que a face aquecida e seu dissipador ficaram na parte externa.
O dispositivo foi montado na parte superior da caixa em uma abertura feita para sua fixacao.
Em cada dissipador de calor foi colocado um microventilador, ambos alimentados pela mesma
fonte de energia que aciona a pastilha Peltier (MARTINAZZO, 2017) conforme demonstrado
na Figura 20.

A partir destes dados foi elaborada uma curva de calibracdo que permitiu avaliar

diferentes caracteristicas dos sensores, como sensitividade, limite de deteccdo e histerese.

3.2.7.1 Caracterizacdo da resposta dos sensores frente ao composto 2,6,10-

trimetiltridecanoato de metila

O tempo de resposta é importante para avaliar o desempenho dos sensores, e pode ser
definido como o tempo que o sensor leva para responder a uma mudanga na concentracdo do
feromonio, sendo obtida em 63,2% do seu valor maximo estavel (CUl et al., 2012; RINAUDO
etal., 2016; STEFFENS et al., 2014). O tempo de resposta foi obtido pela linha de base (exposto
ao ar) medida a cada 20 s por 2 min, e ap6s na concentracao de 0,3 pg/mL do composto 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila a cada 20 s por 2 min.

A sensitividade demonstra a variagdo da resposta em funcdo da concentracdo do analito
e € expressa pelo coeficiente angular da curva analitica (PASCHOAL et al., 2008). A resposta
dos sensores nanoestruturados a diferentes concentragbes do composto 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila (0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 ug/mL), e assim, avaliado a
sensitividade do sensor, pelo coeficiente angular por meio da curva de calibracéo.

O limite de deteccdo de um sensor pode ser definido como a menor concentracdo de um
analito que pode ser distinguida com certo nivel de confianca. Neste estudo, o limite de deteccéo
foi calculado de acordo com a recomendacdo da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) (LOOCK e WENTZELL, 2012). Por meio da curva de calibragdo nas
diferentes concentragdes do composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila (0,005; 0,01; 0,05;

0,1;0,2 e 0,3 pg/mL), o limite de deteccdo (LD) foi definido como a concentracao analitica que



70

gera uma resposta com um fator de confianga k superior ao desvio padrdo do branco (Sp)
(Equacéo 8):

LD =—= Equacédo 8

onde: Sp é 0 desvio padrdo do branco, m é sensibilidade da calibragdo, k é o fator que
corresponde ao nivel de confianca, um valor de k de 2 corresponde a um nivel de confianca de
92,1 %, enquanto um valor de 3 corresponde a um nivel de confianca de 98 %, sendo utilizado
neste estudo uma confianca de 98 %.

A reversibilidade () demonstra a capacidade de um sensor poder voltar ou ndo a sua
condicg&o inicial, depois de interrompida a exposi¢cdo ao analito (JANATA e JOSOWICZ,
2003). Os sensores nanoestruturados foram expostos a uma concentracdo de 0,3 pg/mL do
composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, e a ar sintético, alternadamente, por 8 ciclos, e

a partir destes dados foi calculada a reversibilidade com a Equacgéo 9 (STEFFENS et al., 2009).

_(F-F)

n=-———=x100
(F— F)

Equacéo 9

onde: Fo é a frequéncia inicial do sensor; F é o valor de frequéncia ap6s exposic¢ao ao feromonio
e Fr é a frequéncia final do sensor.

A histerese € definida como a diferenca do comportamento da saida do dispositivo para
um mesmo valor de entrada, dependendo se o sinal esta subindo ou descendo em amplitude. A
histerese dos sensores foi avaliada submetendo o mesmo sensor a ciclos de aumento e reducgéo
na concentragdo do composto feromonal (2,6,10-trimetiltridecanoato de metila), aumentando a
concentracdo de 0,005 para 0,3pg/mL, e ap6s diminuindo de 0,3 para 0,005ug/mL. A resposta
dos sensores nanoestruturados foram avaliadas a cada 20 s, por 2 min em cada concentracéo e
entre as medidas era realizada a limpeza da camara com ar sintético e a troca do papel filtro.

A durabilidade foi avaliada a cada 10 dias por um periodo de 30 dias, sendo que 0s
sensores nanoestruturados foram mantidos em um dessecador, e calculados o limite de deteccéo

e sensitividade dos sensores em todos os periodos avaliados.
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3.2.7.2 Avaliagéo de interferentes na resposta dos sensores nanoestruturados

A resposta dos sensores nanoestruturados a substancias quimicamente semelhantes ao
2,6,10-trimetiltridecanoato de metila foi avaliada utilizando os compostos 4-oxo-(E)-2-hexenal,
tridecano e o 2-(E)-4-(Z)-decadienoato de metila, que sdo compostos defensivos também
produzidos pelos percevejos, ninfas e adultos, machos e fémeas.

O 4-oxo-(E)-2-hexenal, apresenta densidade de 1 g/cm® e peso molecular de 112,1
g/mol, € especifico de percevejos e nunca foi identificado em nenhum outro organismo vivo. Ja
0 2-(E)-4-(Z2)-decadienoato de metila, composto com peso molecular de 182,3 g/mol e
densidade de 0,9 g/cm?, além de ser produzido pelo percevejo E. heros, também é produzido
por outros percevejos do género. O tridecano apresenta peso molecular de 184,4 g/mol e
densidade de 0,76 g/cm?, e é produzido como um composto defensivo, por machos e fémeas do
percevejo marrom (BORGES et al., 2001).

Os interferentes foram sintetizados e cedidos pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia de Brasilia e, para o experimento foram diluidos em n-hexano, e utilizados na
concentracdo de 0,005ug/mL. Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢cdes que 0s

realizados com o 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila.

3.2.7.3 Anélise Estatistica

Os resultados de sensitividade e limite de deteccdo, referentes a durabilidade, e os dados
de rugosidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo
teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca, utilizando o software Origin 8.5.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacdo da Pani

As bandas de absorcdo caracteristicas da Pani (dopada) sintetizada pela técnica
interfacial foi avaliada em relagdo a cristalinidade e a orientacdo do polimero utilizando a
técnica de DRX (Figura 15). Observa-se a presenca dos picos tipicos da Pani em 9, 15, 21 e
25°, cujas posicdes em 26 também foram encontradas por Zang et al. (2002), Galinani et al.
(2007) e Steffens et al. (2014). A presenca desses picos esta relacionada a cristalinidade da
amostra, assim como o pico em pico em 19° (DU; XIAO; MENG, 2004).
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Figura 15 - Difratograma de raios X da Pani dopada com HCI obtida por sintese interfacial
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Fonte: o autor.

Os picos em 21 e 25°, caracteristicos da Pani, representam a periodicidade perpendicular
e paralela das cadeias (POUGET et al., 1991; CAI et al., 1997) No presente estudo a Pani
dopada com HCL apresentou picos levemente deslocados (21,35° e 25,85°), sendo que essas
pequenas varia¢es na posicdo dos picos podem ocorrer pelo tipo de dopante, por diferentes
graus de dopagens, preparacdo da amostra e tamanho da particula de Pani (ZHANG et al.,
2004). De acordo com Pouget et al., (1991), a alta intensidade do pico em 25° se relaciona com
a cristalinidade do polimero, que também foi observado no presente estudo (Figura 24).

O difratograma de raios X também mostra um pico em 6,5°. Em estudos realizados por
Yin et al.(2008) e Steffens (2012), os autores também observaram a presenca desse pico e

relacionaram a presenca de nanofibras de Pani em sua estrutura.

3.3.2 Caracterizagdo dos filmes de Pani/PSS

O crescimento e uniformidade dos filmes de Pani/PSS foi monitorado por
espectroscopia UV-Vis a cada bicamada depositada em substrato de quartzo, utilizando
comprimento de onda de 200 a 600 nm. A Figura 16 mostra o espectro de absorcao dos filmes
de Pani/PSS até a 72 bicamada, com énfase no pico de absorcdo de 241 nm. Sendo este pico em
241 nm caracteristico dos anéis aromaticos tanto da Pani quanto do PSS (OGAWA e
KOMATSU, 2007).
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Figura 16 - Espectro de absorgdo (200 a 600 nm) no UV-Vis do filme de Pani/PSS a cada

bicamada formada (a) e crescimento das bicamadas de Pani/PSS em 241 nm (b).
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Fonte: o autor.

Na Figura 16 b pode-se observar uma dependéncia linear da absorbancia com o nimero
de bicamadas depositadas (Rz=0,99), indicando que cada bicamada depositada contribuiu com
uma quantidade de material semelhante na formacéo do filme.

O espectro de absor¢cdo mostrou uma banda em 241 nm e uma leve banda em 320 nm,
associadas a transi¢o do elétron do orbital ligante (m) para orbital antiligante (n"), relacionadas
respectivamente, aos anéis benzdide e quinoide da cadeia de Pani (LI et al., 2010). Também se
observa uma banda em 470 nm, responsavel pela transi¢do do elétron antiligante (n”) para banda
polardnica (GAJESDRAN e SARASWATHI, 2008).

A espectroscopia de PM-IRRAS é uma variacdo da espectroscopia de infravermelho
comum, que combina a reflexdo no infravermelho transformada por Fourier e a modulacao da
polarizacdo da luz incidente de alta frequéncia, permitindo inferir sobre a orientacdo de dipolos
sobre filmes depositados sobre substratos solidos refletores (MENDELSOHN; MAO; FLACH,
2010). A Figura 17 mostra os espectros de PM-IRRAS dos filmes de Pani/PSS, funcionalizados

pela técnica de LbL, com bandas de absorgdo em 1145 cm™, 2307 cm™ e 3699 cm™.
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Figura 17 - Espectros de PM-IRRAS dos filmes desenvolvidos com Pani/PSS sobre superficies

de silicio.
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Fonte: o autor.

A banda de absorco em 1145 cm™ esta relacionada as ligacdes C-H do anel aromatico
da Pani e a banda de absorgdo em 3699 cm™ pode ser atribuido a0 modo de estiramento N-H,
gue no caso da Pani, no seu estado dopado, é associada a alta condutividade elétrica
(WESSLING, 1998). A banda de absor¢do em 2307 cm™ pode ser atribuida a presenca do PSS
e é relacionada ao estiramento assimétrico do C-H (FALL et al., 2003).

Essas caracteristicas indicam que a funcionalizacdo do cantilever realizada pela técnica
de LbL com Pani/PSS ocorreu de forma eficaz.

A MEV mostra a microestrutura do filme de Pani/PSS, onde verifica-se uma estrutura
globulosa, na forma de grumos, interconectadas de forma aleatéria em toda a superficie.

Segundo Chao e colaboradores (2010), a morfologia e a cristalinidade da polianilina
dependem da maneira como o polimero € sintetizado. A Figura 18 mostra a imagem da amostra
de Pani/PSS com uma estrutura granular e porosa que, segundo Mattoso (1996), ocorre quando
a Pani esta dopada.

A formacdo de um filme espesso, com falhas e sem uniformidade pode interferir na
deteccdo do analito em questéo, perdendo sensitividade e qualidade do sensor desenvolvido
(BOISEN et al., 2012; FRAGOSO-MORA et al., 2018).
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Figura 18 - Micrografia dos filmes de Pani/PSS sob superficie de silicio, com aumento na escala

de 5000 vezes.

Fonte: o autor.

Para avaliar a frequéncia de ressonancia a cada bicamada depositada e também a

rugosidade dos filmes apo6s a deposicdo da 1?2 3% 5% e 72 bicamada foi utilizada a AFM. A

frequéncia de ressonancia foi obtida em modo dinamico, em triplicata, a 25°C+0,3°C de

temperatura e 64%:=0,9% de umidade relativa. A Figura 19 apresenta a média das frequéncias

de ressonéncia ap0s cada bicamada da funcionalizagdo com Pani/PSS.

Figura 19 - Frequéncia de ressonancia a cada bicamada de Pani/PSS depositada sobre os

cantileveres.

Fonte: o autor.
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Os sensores nanoestruturados avaliados apresentaram um decréscimo gradual da
frequéncia de ressonéncia apds cada bicamada depositada, e este pode ser relacionado
diretamente com a massa (m) e a constante de mola (K), sugerindo assim a deposic¢éo dos filmes
nos sensores. A frequéncia inicial dos cantileveres de Pani/PSS se enquadram na faixa de
frequéncia de ressonancia indicada pelo fabricante (13KHzx4). Pode-se observar uma redugéo
de aproximadamente 5% na frequéncia inicial apds a adicao da sétima bicamada de Pani/PSS e
que esta reducao ocorreu de forma linear (R?=0,99). E importante destacar que a uniformidade
das deposicdes entre as camadas é fundamental para a qualidade do sensor, uma vez que a
deposicdo do filme interfere no fator de qualidade, e assim, na sensitividade e no limite de
deteccdo (LEITE et al., 2005; SUSHET et al., 2016).

A Tabela 2 mostra a massa adicionada a cada bicamada, sendo possivel observar o
aumento desse valor a cada etapa da funcionalizacéo, o que comprova a deposicao do material
sobre a superficie do cantilever, indicando também que ndo ocorreu alteracdo na rigidez
(relacionada ao K). A camada sensora aumenta a espessura do cantilever, podendo atuar como
um amortecedor alterando a eficiéncia da excitacdo, exigindo mais energia para manter a
vibracdo assim alterando a frequéncia de ressonancia (MARGARIDO et al., 2016).

A massa final do cantilever funcionalizado com Pani/PSS foi de 93,56 ng, indicando

um aumento na massa inicial do cantilever proximo a 18%.

Tabela 2 - Valores de constante de mola (K) e variacdo de massa para as etapas de construcédo

do sensor de cantilever com Pani/PSS.

Etapas da Construc¢do do sensor Pani/PSS
K (N.m?) Massa (ng)
Sem funcionalizacdo 0,20 79,4
12 bicamada 0,20 82,4
22 bicamada 0,20 83,87
32 bicamada 0,20 84,93
42 bicamada 0,20 85,56
52 bicamada 0,20 87,03
62 bicamada 0,20 91,03
7% bicamada 0,20 93,56

Fonte: o autor.

A Figura 20 e a Tabela 3 apresentam, respectivamente, as imagens de AFM em 3D e 0s
valores de rugosidade das superficies dos sensores ap0s a deposicao da 1?2, 3% 52 e 72 bicamada
de Pani/PSS por LbL.
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Pelas imagens de AFM pode-se observar a deposicdo do filme sobre o cantilever,
mostrando a morfologia globular tipica da Pani. Pode-se observar que com o aumento do
numero de bicamadas as estruturas globulares uma tendéncia de formar aglomerados (locais
com intensidade de cor mais claras) e indicam a deposi¢do da Pani em cada bicamada. A
morfologia dos filmes pode influenciar fortemente o desempenho dos sensores, uma vez que
mudancas da area/volume da superficie polimérica podem alterar a sensitividade e o tempo de
resposta dos sensores (HAARLEY et al., 2016; SHERING et al., 2016).

De acordo com a Tabela 3, os filmes de Pani/PSS apresentaram um aumento da
rugosidade (Rms) a cada bicamada depositada com diferenca significativa entre elas (P<0,05).
Este aumento € um indicativo da deposicdo do filme sobre a superficie. O valor da rugosidade
também é um importante parametro utilizado na avaliacdo de sensores, uma vez que um maior
valor de rugosidade implica também em um aumento na area superficial, podendo facilitar a
ancoragem e ligagBes com outras moléculas de interesse, aumentando a interagdo com a
superficie do analito (CHUNG et al., 2015).

Figura 20 - Imagens de AFM em 3D dos filmes de Pani/PSS obtidos com as técnicas LbL ap6s

a 12 bicamada, 32 bicamada, 52 bicamada e 72 bicamada.
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Fonte: o autor.
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Tabela 3 - A raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) dos filmes LbL de Pani/PSS.

Numero de bicamadas Rms (nm)
1 6,21%1,1
3 19,10°+1,62
5 30,00°+1,4
7 33,63%+1,8

*dados expressos como médiatdesvio padrdo. As letras iguais na coluna indicam ndo haver diferenca significativa
a nivel de 5 % (Teste de Tukey) entre as bicamadas depositadas.

Fonte: o autor.

A pequena variacdo da rugosidade da quinta para sétima bicamada, pode estar
relacionada a tendéncia dos aglomerados de Pani crescerem pela deposicao subsequente de
material. Essa deposi¢do pode acontecer devido a coalescéncia e reducdo da altura entre picos
e vales e maior preenchimento dos vales (SHERING et al., 2016).

A espessura do filme foi medida na imagem topografica na regido do degrau formado
entre o filme e o silicio com a técnica de AFM, sendo esta realizada ap06s a deposicédo da sétima
bicamada. A espessura do filme de Pani/PSS foi de 87 nm, compreendido na escala
nanométrica, que pode influenciar diretamente na sensitividade dos sensores por apresentar
uma grande area superficial.

As medidas de angulo de contato foram usadas para mostrar as modificacbes
superficiais, definindo as propriedades de molhamento das superficies ndo funcionalizadas e
funcionalizadas com o filme fino de Pani/PSS (Figura 21). Pelo espalhamento da gota for de
90 graus ou menos tem-se superficies hidrofilicas (maior molhabilidade), enquanto que nas
superficies hidrofdbicas este € acima de 90 graus (menor molhabilidade). O valor de angulo de
contato foi de 80,01 graus para a superficie ndo funcionalizada, enquanto que a funcionalizada
com Pani/PSS foi de 121,19°, indicando que a superficie foi modificada e que estes filmes
desenvolvidos apresentam caracteristicas hidrofobicas, uma vez que o filme de Pani/PSS

depositado sobre a superficie de silicio causou um aumento na tensao superficial.
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Figura 21 - Perfil do angulo de contato nos ensaios de molhabilidade, realizados com &gua, dos
filmes de Pani/PSS.
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Fonte: o autor.

A Pani no seu estado dopado normalmente apresenta caracteristicas hidrofilicas.
Blinova et al., (2012) observaram um angulo de contato de 63° para filmes de Pani, depositados
em superficie de silicio pela técnica de spin-coating. Steffens et al. (2014) também observaram
um angulo de contato de 53° para Pani dopada com HCI depositada em uma superficie de silicio
pela técnica de spin-coating. Porém, dependendo da técnica utilizada para formar os filmes e
dos componentes associados, a Pani pode apresentar caracteristicas diferentes.

De acordo com Fujimoto et al. (2008), a funcionalizacdo com Pani e copolimeros
aniodnicos, depende do pH e a cada bicamada depositada diminui a densidade de carga da Pani,
reduzindo sua solubilidade. Quando a funcionalizacdo €é realizada através de camadas
automontadas, como na LbL, cada camada subjacente adicionada interfere na hidrofobicidade
do sensor, uma vez que ocorre uma reorganizacao e interpenetracao dos componentes (CHEN;
LUO; CAO, 2001).

A microscopia Optica foi utilizada para observar as diferencas nos sensores
funcionalizados e ndo funcionalizados, apresentada na Figura 22. Os sensores nao
funcionalizados (branco) apresentam um aspecto liso e uniforme, enquanto 0s sensores

funcionalizados com filmes de Pani/PSS, evidenciam a deposicéo pela visualiza¢do de grumos.
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Figura 22 - Imagens de microscopia Optica das superficies dos cantileveres funcionalizados com
Pani/PSS e ndo funcionalizados (branco) (Imagens com aumento de 100X).
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Fonte: o autor.

3.3.3 Resposta dos sensores funcionalizados com Pani/PSS ao composto feromonal 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila

Para definicdo das concentracdes, primeiramente foi realizado um teste piloto, com o
sensor de Pani/PSS, utilizando concentragdes de 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, que
variaram de 0,005 mg/mL até 0,1 mg/mL, sendo que 0s sensores conseguiram detectar essas
concentracdes de forma linear (Figura 23). Assim, optou-se por realizar uma nova curva de
calibracdo com concentracdes menores, que variaram de 0,005 até 0,3 pg/mL, com o intuito de
conseguir detectar a quantidade liberada pelo percevejo marrom, E. heros, uma vez que um
adulto macho libera quantidades pequenas deste composto, em torno de 2,5 pug/24 h (ZHANG
etal., 2003).

Figura 23 - Teste preliminar para avaliar a resposta dos sensores de Pani/PSS frente ao

composto feromonal 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila.
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A resposta dos sensores sem e com funcionalizacdo foi avaliada na deteccdo do
composto feromonal 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, ao ar sintético e ao n-hexano (Figura
23). A sensitividade e o limite de deteccdo foram avaliados em diferentes concentracfes em
triplicata. A temperatura para realizagéo deste experimento foi de 25°C+0,3°C e a umidade de
67%=0,8%.

A resposta dos sensores nanoestruturados foi avaliada na presenca do solvente n-hexano
(99%, Merk), para avaliar a interferéncia deste nas medidas. Verificou-se que 0s sensores
funcionalizados ndo sofreram alteracdes na frequéncia de ressonéncia, apresentando 0 mesmo
comportamento que as medidas no ar, indicando que o solvente n&o interferiu na resposta.

Pode-se observar que os sensores funcionalizados com Pani/PSS (R?=0,95) (Figura 24
e 25), foram sensiveis ao composto feromonal 2,6,10-trimetiltridecancato de metila,
diminuindo a frequéncia de ressonancia com o aumento das concentragdes. Por outro lado, o
sensor ndo funcionalizado (Branco) ndo apresentou variacdo na resposta na exposicao as
diferentes concentracbes do composto, indicando que a camada sensora de Pani/PSS depositada

sobre o cantilever é responsavel pela sensitividade.

Figura 24 - Resposta do sensor com funcionalizagdo de Pani/PSS e sem funcionalizagdo
(branco) ao composto 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila.
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Figura 25 - Resposta do sensor com funcionalizagdo de Pani/PSS ao ar e ao hexano.
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A sensitividade e limite de detecgdo do sensor nanoestruturado foram de 5.28 fg/Hz e
1,44 fg/mL, respectivamente. Sensores nanomecéanicos que avaliam frequéncia de ressonancia
permitem uma extraordinaria sensitividade de massa, desde que apresentem uma camada
sensitiva adequada (BURG et al., 2007). Vashist et al. (2010) relata que sensores de cantileveres
podem detectar vestigios de substancias em ppb, ppt e até ppq, através da interacdo entre a
camada sensitiva do sensor e o analito.

Outros fatores que podem ter contribuido para o desempenho dos sensores
nanoestruturados sdo a miniaturizacdo e o comportamento exibido pela molécula alvo, que
causou uma resposta, resultante da interacdo da Pani com o adsorbato causando mudancas na
frequéncia de ressonancia. A estrutura globular e porosa da Pani, visualizada no MEV e o
aumento da rugosidade observado apds a deposicdo das bicamadas, contribui para o alto
desempenho do sensor, permitindo a presenca de mais sitios de ligag&o.

Na literatura existem varios trabalhos onde foram desenvolvidos sensores para
diferentes finalidades, porém utilizando o0 mesmo principio mecanico baseado em adsorcao de
massa em cantileveres. Sone et al. (2004) desenvolveram um sensor de massa piezoelétrico
baseado em cantilever, com circuitos de Wheatstone para avaliagcéo da adsor¢do molecular de
agua e conseguiram uma sensitividade de 2 pg/Hz. Sumio et al. (2006) também desenvolveram
um sensor de massa piezoelétrico semelhante para avaliar a umidade no ar e estimaram uma
sensibilidade de 200 fg/Hz. Gruber et al. (2011), desenvolveram um arranjo de sensores de

cantileveres para aplicacdo no diagnostico de doencas, como cancer ou HIV, com o objetivo de
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detectar interacGes entre proteinas e carboidratos e obtiveram sensitividade em picomolar
(91pM) da proteina (cianovirina —N).

Llic et al. (2005), desenvolveram nanocantileveres de nitreto de silicio com 90 nm de
espessura e estes foram utilizados para detectar uma tunica molécula de DNA com 1578 pares
de bases de comprimento, utilizando nanoparticulas de ouro nas extremidades do cantilever
conseguindo detectar uma molécula com massa de cerca de 0,23 attogramas (1 attograma =
10" gramas). Steffens et al. (2014) desenvolveram um sensor de microcantilever
funcionalizado com Pani para detec¢cdo de 2-heptanona, feroménio da abelha, apresentando
sensitividade de 0,67 nm/ppm e limite de deteccdo de 21 ppmy. Moitra et al. (2016)
desenvolveram um dispositivo MEMS miniaturizado, que foi funcionalizado covalentemente
para a deteccdo Optica, através da medicdo da frequéncia de ressonancia, por vibrometria
Doppler, para deteccdo de feromonios sexuais de Helicoverpa armigera. O sensor de cantilever
foi desenvolvido a partir de silicio e didxido de silicio, funcionalizado com APTES e conseguiu
detectar concentracgdes de feromonio na ordem de fentograma.

Outros tipos de sensores para deteccdo de feromonios séo relatados como o biossensor
de impedancia eletroquimica revestidos com proteinas olfativas da abelha com limite de
deteccdo de micromoles (LU et al., 2014); sensor baseado em receptores de células odoriferas
de insetos com sensitividade em ppb (MITSUNO et al., 2015).

Neste trabalho foi obtido um baixo limite de deteccdo (1,44fg/mL) com 0s sensores
nanoestruturados funcionalizados com Pani/PSS para detectar o feromonio sexual do percevejo
marrom, Euschistus heros. Como os machos deste inseto liberam em torno de 2,5ug/dia do
feromonio (ZHANG et al., 2003), o sensor desenvolvido pode detectar essa quantidade,
indicando que os resultados deste estudo pode ser vislumbrados para futuras aplicagcdes no
campo.

Para avaliacdo da histerese, um mesmo sensor foi submetido a um ciclo de aumento (de
0,005 pg/mL para 0,3 pug/mL) e reducdo (0,3 pg/mL para 0,005 pug/mL) do composto feromonal
2,6,10-trimetiltridecanoato de metila (Figura 26). Os valores de histerese foram determinados
por meio da diferenca do valor médio a cada concentragdo avaliada de forma ascendente e
descendente, obtendo-se um valor médio de 0,01%, demonstrando uma baixa histerese e que o

sensor apresentou praticamente 0 mesmo percurso.
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Figura 26 - Avaliagéo da histerese dos sensores de Pani/PSS.
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Fonte: o autor.

A resposta da estabilidade do sensor nanoestruturado, avaliados a cada 10 dias durante

30 dias é mostrada na Figura 27.

Figura 27- Avaliacdo da resposta do sensor de Pani/PSS durante 30 dias de armazenamento.
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A Tabela 4 mostra a resposta de sensitividade e limite de deteccdo do sensor
nanoestruturado de Pani/PSS durante 30 dias de estocagem. Verificou-se uma diminui¢do do

limite de deteccdo (aumento do valor) apresentando diferenca significativa (p<0,05) do 1° para
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10° dia de estocagem avaliado, enquanto que do 10 para o 30 ° ndo houve diferenca significativa
(p>0,05). Essa diminuicdo do limite de deteccédo, segundo Steffens et al. (2014), pode estar

associada a possivel lixiviacdo do dopante utilizado na camada sensora de Pani.

Tabela 4 - Resposta de sensitividade e limite de detecgdo dos sensores nanoestruturados de
Pani/PSS durante a estocagem.

. Limite de detecgdo (fg.mL?) Sensitividade (Hz/fg.mL™?)
Estocagem (dias) Pani/PSS Pani/PSS
0 1,44 °+0,06 5,28%+0,14
10 1,66 2+0,07 4,57°+0,13
20 1,672+0,03 4,55°+0,18
30 1,60%+0,05 4,72°+0,15

* Dados apresentados como média (trés repeticdes) + Desvio Padrdo. Letras iguais na coluna indicam ndo haver
diferenca significativa a nivel de 5% (teste de Tukey) entre os diferentes dias avaliados.

Fonte: o autor.

Para a sensitividade verifica-se um aumento ao longo da estocagem com diferenca
significativa (p<0,05) entre 1° e 30° dia. Mesmo observando essas diferencas significativas em
relacdo ao limite de deteccdo e a sensitividade, os resultados mostram que mesmo apos 30 dias,
0s sensores conseguem detectar pequenas quantidades dos volateis, na ordem de fentograma
(10'1%), caracteristicas excelentes quando comparado com a EAG (eletroantenografia). Em
estudo para deteccdo e avaliacdo de compostos feromonais ativos em insetos usando a EAG a
durabilidade média encontrada foi 2h (MORAES et al., 2008). Assim, 0s sensores
desenvolvidos neste trabalho se mostram superiores em relacéo a esta caracteristica.

O tempo de resposta dos sensores nanoestruturados de Pani/PSS apresentaram um

tempo de resposta de 37,8s (Figura 28).
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Figura 28 - Tempo de resposta dos sensores de Pani/ PSS.
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Em relacdo a reversibilidade os sensores foram reversiveis (98%) aos 8 ciclos de

exposicao ao 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila e de ar sintético avaliados (Figura 29).

Figura 29 - Repetibilidade dos sensores nanoestruturados de Pani/PSS.
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Os resultados indicam que um mesmo sensor de Pani/PSS pode ser utilizado de forma
consecutiva para determinacdo da presenca do composto feromonal, pois obtiveram
recuperacdo completa a linha de base ap6s consecutivos ciclos.

A resposta dos sensores foi avaliada na exposi¢do do 4-oxo-(E)-2-hexenal, do tridecano
e do2-(E)-4-(Z)-decadienoato de metila, na concentracéo de 0,005ug/mL (Figura 30). Os testes
foram realizados da mesma forma que os testes com o 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila,
com temperatura de 2520,6°C e umidade de 65%z=0,9%.

Pode-se observar que o0s sensores de Pani/PSS detectaram a presenca dos interferentes,
porem a frequéncia de ressonancia observada para os interferentes é diferente da observada para
0 composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila. Esses dados mostram que o sensor de
Pani/PSS nao foi especifico para 0 composto em estudo, mas apresentou uma resposta diferente,

possibilitando a discriminacdo dos compostos.

Figura 30 - Avaliagéo de interferentes na resposta dos sensores de Pani/PSS.

15160 -

15120 -

15080 -_t' § B g 2 § 2 ¢ T % ¢ 2 % 2 2

\\
A}

149201_ ®  Tridecano

2,4 decadienoato de metila
4-oxo-2-hexenal
¢ 26,10 trimetiltridecanoato de metila
- = Ar

14880

Frequéncia de
Ressonancia (Hz)

14840

T

14800 |- . 3 " :

> o

14760 |-
Vot e e fal o A dbaf o F ol ol il oo el

20 40 60 80 100120140160 180200220 240 260280 300
Tempo (s)

Fonte: o autor.

3.4 CONCLUSOES

Por meio das andlises realizadas foi possivel verificar que a funcionalizacéo através da
técnica de LbL com Pani/PSS ocorreu de forma eficiente, sendo observada a deposicdo de
massa com reducdo da frequéncia de ressonancia a cada bicamada depositada, caracteristica

observada também pela espectroscopia de UV-Vis e pelas imagens de morfologia realizadas no
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AFM, todas demostrando que a cada bicamada depositada ocorreu uma mudanca na superficie
dos sensores, aumentando a rugosidade.

Em relacdo as respostas dos sensores nanoestruturados de cantileveres, apresentaram
baixo limite de deteccdo (1,44 fg/mL), tempo de resposta de 37,8 s com reversibilidade de
superior a 90%. Além disso, a avaliacdo da estabilidade demostrou que continuam apresentando
limites de deteccdo e sensitividade na ordem de fentogramas, mesmo ap6s 30 dias de
estocagem.

Todos os sensores foram avaliados em relacéo a resposta frente a interferentes, 4-oxo-
(E) -2-hexenal, tridecano e o 2-(E)-4-(Z)-decadienoato de metila, apresentando uma pequena
variacdo na frequéncia de ressonancia, quando comparado com os valores da exposi¢ao ao ar,
e embora ndo conseguiram diferenciar os interferentes, mostraram uma reducédo na frequéncia
de ressonéncia.

Os sensores sem funcionalizacdo ndo apresentaram sensitividade ao feromonio sintético
indicando que a camada ativa sobre os sensores, se mostrou eficiente para deteccdo dos

compostos de interesse.
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DETECCAO DE FEROMONIO SEXUAL DO E. heros
UTILIZANDO SENSOR NANOESTRUTURADO
FUNCIONALIZADO COM PANI/MWNT
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4.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento na area de sensores substituiu muitas préaticas e sistemas analdgicos
utilizados no inicio da industrializacéo, e entre eles, 0s sensores microeletromecanicos (MEMS)
tem uma grande importancia, pois sdo dispositivos compostos por componentes elétricos e
mecanicos que interagem e transmitem informacg0es para outros componentes, decodificando
informacdes sobre um determinado ambiente.

Na agricultura ja se utilizam varios tipos de sensores para auxiliar nos processos de
preparacdo do solo, plantio e colheita, visando reduzir custos e melhorar o rendimento, mas
mesmo com toda a modernizacdo, ainda existem perdas significativas na agricultura, e dentre
os diversos fatores, a presenca de pragas se destaca. E buscando inspiracGes nos sensores ja
existentes pode-se vislumbrar sensores para deteccdo de feromdnios de insetos praga com o
intuito de detecta-los precocemente, reduzindo gastos e perdas na qualidade dos graos.

A miniaturizagdo dos sensores contribui muito para qualidade, sensitividade e
especificidade, e 0s sensores nanoestruturados de cantileveres, funcionalizados de forma
adequada, podem ser utilizados na deteccdo de quantidade diminutas dos feromonios de insetos.

Os polimeros condutores, como a polianilina, ja foram bastante estudados como camada
sensora para deteccdo de volateis e 0s nanomateriais, como 0s nanotubos de carbono, vem
ganhando bastante destaque e, estudam revelam que propriedades distintas de cada material sdo
reforcadas quando estes sdo acoplados (SALVATIERRA; OLIVEIRA; ZARBIN, 2010).

Frente a estes problemas, justifica-se a realizacdo deste trabalho que visa desenvolver
sensores nanoestruturados de cantilever, funcionalizados com Pani/MWNT para detectar o

feromonio do Euschistus Heros, praga da cultura de soja.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Desenvolvimento das camadas sensitivas

Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas (MWNTS): Os MWNTSs (Nanoamor®) com
95% de pureza, didametro interno de 5-10 nm, didmetro externo de 60-100 nm e comprimento
de 5-15pum, foram cedidos pelo Centro Universitario Franciscano (UNIFRA). Foram
submetidos a um tratamento acido com o objetivo de melhorar sua miscibilidade e
processabilidade de acordo com Souza Filho e Fagan (2007). Para a oxidacdo &cida, foram
adicionados 20 mg de MWNT a uma mistura de acido sulfdrico (Merck 95%) e nitrico (HNO3)
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(Quimica Moderna 65%) na proporcdo 3:1 (v/v) e mantidos em ultrassom (Unique modelo
USC-1800) a 70°C por 24 h (WU; LIN, 2006).

Apols o tratamento acido, os MWNT_COOH (Nanotubos de Carbono de Paredes
Multiplas Carboxilados) foram lavados por cinco vezes com &gua ultrapura, seguidas de
centrifugacdo (MPW-351R) por 5 min a 5000 rpm até a solucdo sobrenadante se apresentar
levemente acida com pH proximo a 6,0. Apds, o sobrenadante foi retirado e a solugdo
remanescente seca em estufa a 90°C por 2 h, resultando em um p6 negro. O po obtido foi
armazenado em frasco ambar para protecao da luz e da degradacdo da acdo do oxigénio. Todos
0s experimentos posteriores foram desenvolvidos utilizando os MWNT carboxilados.

O preparo da dispersdo dos MWNT_COOH para filmes de LbL foi realizada com
concentracdo de 0,1 mg. mL* de MWNT_COOH, dissolvidas em agua ultrapura com pH
ajustado em torno de 3,0 (utilizando HCI 0,1 mol. L) e, mantidas em ultrassom(Unique modelo
USC-1800) por 3 h (SILVA et al., 2014).

Polianilina (Pani): A sintese da Pani foi realizada pela técnica interfacial e o preparo da

solucdo de Pani de acordo com o item 3.2.2.

4.2.2 Funcionalizacdo das superficies dos cantileveres

Os cantileveres de silicio foram obtidos comercialmente (Budget Sensors®) com
frequéncia de ressonancia de 13+4 kHz e constante de mola (K) de 0,2 N.m, comprimento de
450 pm, largura de 50 pum e espessura de 2 pum, revestido com uma camada de 30 nm de
aluminio.

Foram desenvolvidos sensores de cantilever com uma camada sensitiva de
Pani/MWNT por meio da técnica de LbL, aléem de um sensor sem camada ativa, denominado
de branco, para avaliacdo da resposta frente aos compostos feromonais avaliados.

As deposicdes realizadas pela técnica de LbL, de acordo com item 3.2.6, diferindo
apenas no tempo de permanéncia em cada etapa de deposi¢do. Os cantileveres permaneceram
por 3 min na solucdo de Pani e 30 s na solucdo de lavagem, secando por 15 min, apos
permaneceram por 10 min na solugdo de MWNT, 30 s na solucgdo de lavagem e foram secos

por 15 min a temperatura ambiente, até a formac&o de 7 bicamadas (SILVA et al., 2014).

4.2.3 Caracterizacdo dos filmes Pani/MWNT
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As anélises de caracterizacdo dos filmes por Espectroscopia UV-Visivel, difratometria
de raios X (DRX), Microscopia de Forga Atdmica (AFM), Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), Microscopia Optica, Angulo de Contato foram realizadas conforme descrito no item
3.2.6.

4.2.4 Avaliacdo dos sensores nanoestruturados de cantilever

Para avaliar a resposta dos sensores nanoestruturados os experimentos foram realizados
em um ambiente controlado de umidade e temperatura, em uma a cAmara de polipropileno com

volume de 6,38 cm?, conforme demonstrado no item, como descrito no item 3.2.7.

4.2.4.1 Preparacdo das solucbes do composto feromonal 2,6,10-trimetiltridecanoato de

metila

Para realizacao dos testes foi utilizado o principal componente do feroménio sexual do
percevejo marrom, o composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, sintetizado pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

O composto ¢ liquido a temperatura ambiente, apresenta densidade de 0,9 +0,1 g/cm3e
massa molecular de 270 g/mol e foi utilizado em diferentes concentragdes (0,005; 0,01; 0,05;
0,1; 0,2 e 0,3 pg/mL), sendo que as diluicbes foram realizadas com o solvente n-hexano
(MERCK 99%) (PIRES e ZARBIN, 2006).

Para avaliar a resposta dos sensores foi calculado (Equacdo 5) a concentracdo do
composto feromonal, 2,6,10-trimetiltridecanoato, no interior da cémara, considerando a
quantidade deste presente na aliquota inserida (20pL), para cada concentracao.

Foi utilizado o solvente n-hexano para diluir as amostras e auxiliar no carreamento do
composto 2,6,10 — trimetiltridecanoato de metila até o sensor. O solvente foi escolhido por
apresentar alta volatilidade e por ndo ser capaz de atrair 0s percevejos, portanto ndo interferindo
na resposta quando projetada sua utilizagdo no campo (BORGES et al., 1998; ZARBIN et al.,
2000; PIRES et al., 2006).

4.2.4.2 Medida de frequéncia de ressonancia em microscopio de forca atbmica (AFM)

Para realizacdo dos experimentos, primeiramente o cantilever foi colocado em um porta

cantilever (canticlipe) para medidas em ar, e encaixado na cabeca do scanner piezoelétrico do
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AFM. Entdo, a cdmara de acrilico foi encaixada na cabeca do scanner que contém o cantilever,
sendo vedada com anel de borracha. O sinal do laser foi ajustado na extremidade final do
cantilever e ajustado no centro do fotodetector de quatro quadrantes (Nanosurf, Suica) sendo a
intensidade ajustada para proximo de 70%. Para realizacdo das medidas a frequéncia de
ressonancia uma aliquota de 20 pL de cada concentragdo do feroménio (sempre da menor para
maior concentragdo) foi adicionada, com o auxilio de uma microseringa, sobre um pedaco de
papel filtro (Milipore 25 pum) na camara e avaliada a resposta a cada 20 s por 5 min.

Também foi avaliada a reposta dos sensores ao ar sintético (White Martins 99%), n-
hexano a cada 20 s por 5 min. Em todos os experimentos a temperatura foi controlado e
monitoradas com um controlador de temperatura (Nanosurf) e um sistema de resfriamento do

AFM conforme descrito no item 3.2.7.

4.2.4.3 Caracterizagao da resposta dos sensores de Pani/MWNT ao feroménio

Foi avaliado a resposta dos sensores sem funcionalizacdo (branco) e funcionalizados
com Pani/MWNT expostos a diferentes concentra¢fes do 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila.
Os sensores foram avaliados pelas medidas de frequéncia de ressonancia e
caracterizados quanto ao tempo de resposta, sensitividade, limite de deteccdo, reversibilidade,
repetibilidade, histerese e durabilidade, sendo todos experimentos realizados em triplicata, de

acordo com os itens 3.2.7.1.

4.2.4.4 Avaliagdo de interferentes na resposta dos sensores nanoestruturados

A resposta dos sensores a substancias quimicamente semelhantes ao 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila foi avaliada utilizando os compostos 4-oxo-(E)-2-hexenal,
tridecano e o 2-(E)-4-(Z)-decadienoato de metila, e utilizados na concentracdo de 0,005 pg/mL,
de acordo com o item 3.2.7.2.

4.2.4.5 Andlise Estatistica
Os resultados de sensitividade e limite de deteccdo, referentes a durabilidade, e os dados

de rugosidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo
teste de Tukey, a nivel de 95% de confianga, utilizando o software Origin 8.5.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacdo dos filmes

Na Figura 31 é mostrada a espectroscopia de UV-Vis da dispersdao de MWNT_COOH,
onde se verifica que os elétrons @ presentes no orbital molecular dos 4&tomos de carbono dos
MWNTs participam da formacgéo da nova ligagdo com as carboxilas. Esses picos observados
(220 e 300 nm) através de Uv-Vis, para MWNTs carboxilados, indicam a transi¢ao m para  *
de um par de elétrons ligantes da ligacdo -C=0 dos grupos carboxilicos (-COOH) inseridos nas
superficies dos nanotubos (LU et al., 2014; YADAV et al., 2013).

Figura 31 - Espectro de UV-Vis da dispersdo em meio aquoso dos MWNT.
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Fonte: o autor.

Esse pico (220 nm) de absorc¢éo ja foi observado por Jiang e colaboradores (2003) para
MWNTs purificados com tratamento acido, revelando que a funcionalizagdo quimica com
grupos carboxilicos dos MWNTSs foi realizada com sucesso.

Também foi realizado o DRX dos MWNT para avaliar a cristalinidade desse material,
ilustrado na Figura 32. Observa-se um pico em 26,5° atribuido ao plano dos nanotubos de
carbono, correspondendo a distancia entre as folhas concéntricas de grafeno nos NTC de
paredes multiplas (MANIWA et al., 2007).
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Observa-se também um pequeno pico em torno de 45° que pode estar relacionado a

presenca de alguns residuos metalicos, oriundos da fabrica¢do, como o ferro.

Figura 32 - Difratograma de raios X dos MWNT ap0s funcionalizacéo acida.
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Fonte: o autor.

4.3.2 Caracterizacdo dos filmes de Pani/MWNT

Na Figura 33a € demonstrado o espectro de absor¢do dos filmes de Pani/MWNT até a
sétima bicamada, onde verifica-se uma maior banda de absorbancia em 260 nm (transi¢do m —
'), caracteristico dos NTC e dos anéis benzendides da Pani em 450 nm (transicdo n” para banda
polarénica) (SILVERSTEIN et al., 1994).

Os espectros dos MWNT na forma de filmes apresentam um méaximo de absorbancia
em torno de 260 nm, e de acordo com Agoet et al. (1991) essa banda é intensificada com a
presenca de grupos funcionais, relacionados a carboxilagéo.

O crescimento do filme de Pani/MWNT, com absor¢cdo méxima em 260 nm com relagdo
ao numero de bicamadas indicou um crescimento linear do filme (R? =0,99) ao longo das sete
bicamadas, com deposicdo de quantidades semelhantes de material em cada bicamada,
indicando que a técnica de LbL, utilizada para funcionalizacéo, foi eficiente, gerando filmes

uniformes (Figura 33b).
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Figura 33 - Espectros de absor¢édo no UV-Vis do filme de Pani/MWNT a cada bicamada

formada (a) e crescimento das bicamadas de Pani/MWNT em 260nm (b).
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Em cada camada depositada de Pani/MWNT foi avaliada a frequéncia de ressonancia
dos cantileveres no AFM em modo dindmico, em triplicata, com temperatura e umidade de
25°C+0,3°C e 64%:=0,9% (Figura 34). Verifica-se um decréscimo da frequéncia de ressonancia
apos cada bicamada depositada, e este pode ser relacionado diretamente com a massa (m) e a
constante de mola (k), demostrando assim a deposi¢cdo dos filmes nos sensores.

Observou-se uma reducdo na frequéncia de ressonancia inicial de 5,9% apés a deposi¢édo
da sétima bicamada, com de coeficiente de correl¢cdo de 0,98, indicando uma contribuicdo
semelhante de massa a cada bicamada. Desse modo, essa uniformidade das camadas € de

extrema importancia nas caracteristicas no sensor, como sensitividade e limite de deteccdo.
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Figura 34 - Frequéncia de ressonancia e massa do cantilever a cada bicamada de Pani/MWNT
depositada sobre os microcantileveres.
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Avaliou-se também possiveis alteracdes na rigidez do cantilever, que se relacionam com
o K, que podem acontecer devido a funcionalizacdo dos sensores, e de acordo com a equacgéo
6, do item 3.2.5, verificou-se que a constante de mola do cantilever permaneceu 0,2 N.m*,
mesmo apds a funcionalizacdo. Verificou-se que a massa adicionada em ng a cada bicamada
aumentou, obtendo-se uma massa final de 124,33 ng, indicando um aumento de 7,5%.

Os sensores nanoestruturados avaliados apresentaram um decréscimo gradual da
frequéncia de ressonancia ap6s cada bicamada depositada, e este pode ser relacionado
diretamente com a massa (m) e a constante de mola (k), de acordo com a equacéo 5, presente
no item 3.2.5, sugerindo assim a deposicao dos filmes nos sensores.

Na Figura 35 estdo apresentadas as imagens em 3D das superficies dos sensores de AFM
apos a deposicdo da 12, 3?2, 52 e 72 bicamada de Pani/MWNT. As imagens em AFM permitem
observar uma deposicdo sobre a superficie.

As imagens de AFM mostram a formacéo de estruturas globulares associadas a
estruturas cilindricas pontiagudas com regides de aglomeracéo, visualizados pelas regides mais

claras, caracteristicas da formacao de nanocompositos de Pani/MWNT.



102

Figura 35 - Imagens de AFM em 3D dos filmes de Pani/MWNT obtidos com as técnicas LbL
apos a 12 bicamada, 32 bicamada, 5% bicamada e 72 bicamada.
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Fonte: o autor.

Os filmes de Pani/MWNT obtidos pela técnica de LbL apresentaram um aumento da
rugosidade a cada bicamada depositada (3,64 nm para 13,62 nm), sendo um indicativo da
deposicao do filme sobre a superficie e assim, uma quantidade maior de sitios de adsorcéo e
ainda a vantagem de ao associar a Pani com os MWNT, se aumenta muita a area superficial,
reduzindo-se os defeitos e a falta de uniformidade dos filmes. Eising et al. (2016), desenvolveu
filmes de Pani/MWNT, atraves da tecnica de automontagem com polimerizacdo em sistema
bifasico, contendo diferentes concentracdes de Pani, e observou que a rugosidade do filme
aumenta com o0 aumento da concentracdo de Pani, chegando a 157 nm com a maior
concentracdo de Pani (50 pL de Pani) e 42,06 nm (para 5 pL de Pani). A técnica que utilizamos
permitiu a formacdo de filmes mais delgados.

A espessura obtida para o filme de Pani/MWNT foi de 61 nm, confirmando com as
medidas de frequéncia de ressonancia, que mostram a pequena quantidade de massa adicionada
ao cantilever (proximo a 10 ng), que formou-se um filme fino (Figura 35). Esses dados
permitem que este filme seja considerado como um filme nanométrico (AZCONA et al., 2016).

As medidas de angulo de contato das superficies ndo funcionalizadas e funcionalizadas
com de Pani/MWNT, esta apresentada na Figura 36 e Figura 37. O filme de Pani/MWNT

apresentou angulo de contato de 100,37°, enquanto que a superficie ndo funcionalizada
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apresentou um éangulo de contato de 80,01° indicando que ocorreu uma alteracdo na
caracteristica da superficie e que o filme apresenta caracteristica hidrofdbica.

Essa caracteristica também foi vizualizada por Zhao et al. (2014) que ao desenvolverem
uma membrana contendo com poliamidas e MWNT, conforme aumentaram a concentracdo dos
nanotubos, o angulo de contato aumentava, indicando maior hidrofobicidade, reduzindo a
interferencia da umidade nos sensores e também facilitando a interagdo com o composto em

questdo, 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila.

Figura 36 - Perfil do angulo de contato nos ensaios de molhabilidade, realizados com &gua, dos
filmes de Pani/MWNT.
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Fonte: o autor.

De acordo com Werder, Walter e Koumoutsakos (2014) ao avaliarem as caracteristicas
dos MWNT encontraram angulo de contato que variou de 103,3° a 106,9°, semelhante aos
valores encontrados neste estudo (100,37°). Li (2013) produziu MWNT a partir da pirélise de
ferroceno e acetileno, por deposicéo de vapor quimico, e atingiram angulo de contato de 156,4°.
Esses resultados mostram que os MWNT apresentam caracteristicas hidrofébicas mas que
varios fatores podem interferir nos valores observados, desde a forma de obtengdo dos MWNT

até a concentragdo utilizada na fabricagéo dos filmes.
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Figura 37 - Valor do angulo de contato do substrato de silicio funcionalizado com Pani/MWNT
e ndo funcionalizado.
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Fonte: o autor.

A Microscopia Eletronica de Varredura mostra a microestrutura do filme de
Pani/MWNT, sendo que a Pani foi preparada pela técnica interfacial e os filmes desenvolvidos
pela técnica de automontagem, LbL, sob uma superficie de silicio. A Figura 38 apresenta 0s
filmes de Pani/MWNT, com magnificagdo de 5000 vezes, mostrando MWNT revestidos com
Pani, e de acordo com Gupta e Miura (2016), quanto maior a concentracdo de Pani, maiores e
mais distantes os aglomerados de Pani/MWNT, quando a Pani representa mais de 73% no

composito, os revestimentos dos MWNT pela Pani cessam e ela se deposita livremente no filme,
neste experimento a relagéo foi de 50%.

Figura 38 - Micrografias das amostras de filmes de Pani/MWNT sobre superficies de silicio.

Fonte: o autor.
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4.3.3 Resposta dos sensores nanoestruturados funcionalizados com Pani/MWNT ao feromonio

A resposta dos sensores sem funcionalizagdo e com camada ativa Pani/MWNT foi
avaliada na deteccdo de diferentes concentra¢des (0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 pug/mL) do
feromonio 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, sendo realizadas as caracterizacGes de
sensitividade, limite de detecgéo, reversibilidade, histerese e tempo de resposta. A temperatura
e umidade relativa foram de 25°C+0,3°C e 67%=0,8%, respectivamente.

As Figuras 39 e 40 apresenta de frequéncia de ressonancia a diferentes concentracfes
de feromonio, ao ar sintético e ao n-hexano. Pode-se observar que os sensores funcionalizados
com Pani/MWNT foram sensiveis ao composto feromonal 2,6,10-trimetiltridecanoato de
metila, respondendo de forma linear (R?=0,93). Por outro lado, o sensor ndo funcionalizado
(Branco) ndo apresentou alteracdo da resposta nas diferentes concentracdes do composto,
indicando que o filme de Pani/MWNT é responsavel pela deteccéo de feromdnio. As medidas
realizadas com o ar sintético e com o n-hexano foram semelhantes, ndo mostrando alteracdo da
frequéncia de ressonancia, indicando que o solvente ndo interfere nas medidas realizadas.

A sensitividade foi de 2,62 Hz/fg.mL™ obtida pelo coeficiente angular da concentragéo
do composto versus a frequéncia de ressonéancia. O limite de deteccédo dos sensores obtido de
acordo com IUPAC (IUPAC, 1976), que considera 3 vezes o desvio padrédo do branco em
relacdo a sensitividade foi de 2,18 ppqv. Quando € necessaria a investigacao de substancias em
nivel de traco, normalmente sdo utilizadas técnicas de HPLC ou GC , e 0s sensores baseados
em cantileveres podem detectar vestigios de substancias em ppb, ppt e até ppq (VASHIST et
al., 2010).
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Figura 39 - Resposta do sensor funcionalizado de Pani/MWNT ao composto 2,6,10
trimetiltridecanoato de metila e do ndo funcionalizado (Branco) frente ao composto feromonal.
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Fonte: o autor.

Figura 40 - Resposta do sensor funcionalizado de Pani//MWNT ao ar e ao hexano.
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A possibilidade de detecgdo do 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila na ordem de
fentogramas, representa um avango no estudo de alternativas para detecgédo precoce do E. heros
no campo. O baixo limite de deteccdo observado nesse sensor, esta relacionado a efetividade
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da camada ativa desenvolvida, de Pani/MWNT. O mecanismo de resposta ocorre por meio
interacdo da camada sensitiva de Pani/MWNT do sensor e o feromonio, resultando na adsorgéo
de moléculas sobre o sensor e induzindo a alterac@es na frequéncia de ressonancia, que foram
detectadas em ppQv.

O desenvolvimento de nanocompdsitos vem mostrando vantagens e sdo estudados para
aplicagdes em diferentes areas, como para sensores e biossensores. Estudos mostram 0s
nanocompositos (Pani/MWNT) podem melhorar as caracteristicas individuais do polimero
como a rigidez mecéanica, condutividade elétrica e estabilidade térmica (MOHANTY; SAHOO,;
AKHTAR, 2015; BHATTACHARYA, 2016), além de melhorar a sensitividade e a
especificidade da detec¢do de biomoléculas (ZHANG; ERBILGIN; SEYBOLD, 2008).

Aghamiri et al. (2018), desenvolveram sensores de MWNT com o intuito de imobilizar
citocromo-c para aplicagGes em biossensores, e obtiveram limite de detecgdo de 1 pmol.L*
para deteccdo de peroxido de hidrogeno, para sensores funcionalizados somente com Pani
obtiveram limite de detecgdo de 0,8 pumol.L! e quando desenvolveram filme de Pani/MWNT
por eletropolimerizagdo, conseguiram limite de deteccdo de 0,2 umol.L™? e sensibilidade de
97,6 nA pM™,

O limite de deteccdo de 2,18 fg/mL obtido neste estudo, para sensores nanoestruturados
de Pani/MWNT gera interesse na realizagdo de estudos mais avangados, como para
compreensdo do mecanismo de interacdo, uma vez que consegue detectar as pequenas
quantidades de feromdnios liberadas pelo E. heros

Para determinacdo da histerese, o sensor foi submetido a um ciclo de aumento (0,005
pg/mL para 0,3 pg/mL) e reducdo (0,3 pg/mL para 0,005 pg/mL) da concentracdo do
feromonio, e observou-se uma histerese média de 0,03%, com diferenca méxima na
concentracgéo de 0,3 pg/mL (Figura 41). Os sensores desenvolvidos apresentam baixa histerese,
indicando que o os respostas observadas, independente da ordem dos estimulos, exibem

variagcdes minimas, caracteristica importante para fabricacdo de sensores.
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Figura 41 - Avaliacdo da histerese dos sensores de Pani/MWNT.
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A estabilidade da resposta dos sensores durante 30 dias de estocagem, em relagcdo ao
limite de deteccdo e sensitividade estdo apresentado na Figura 42. Verifica-se um aumento do
limite de deteccdo e uma diminuicdo da sensitividade, com diferenca significativa (p<0,05)
entre os dias avaliados. Contudo os sensores conseguem detectar pequenas quantidades dos
volateis, na ordem de fentograma (10°%°), mesmo apés 30 dias de estocagem.

Figura 42 - Durabilidade dos sensores de Pani/MWNT.
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* Dados apresentados como média (trés repeticdes). Letras iguais nas colunas de mesma cor indicam nédo haver
diferenca significativa a nivel de 5% (teste de Tukey) entre os diferentes dias avaliados.
Fonte: o autor.
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O sensor de Pani/MWNT apresentou tempo de resposta de 50,4 s ap0s a exposi¢do a

concentracéo de 0,3 pg/mL do composto feromonal (Figura 43).

Figura 43 - Tempo de

resposta dos sensores de Pani/ MWNT.
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Fonte: o autor.

A reversibilidade dos sensores de cantileveres funcionalizados com Pani/MWNT foi de

80%. Verifica-se que durante os 2 primeiros ciclos, 0 mesmo retornou os valores de frequéncia

de ressonancia a origem (linha de base) conforme Figura 44.

Figura 44 - Repetibilidade dos sensores de Pani/MWNT durante 8 ciclos.

Frequéncia de Ressonancia (Hz)

Fonte: o autor.

13400
y_,_O,Sugme de feroménio
13300 + —--,7 -----------------------------
| |
11
13200 | [
I
|
13100 | h | ﬂ + 10as
| | I |
1! | I | |‘
1300044 | # | gee  ser eet (%4 | .
_‘I | "‘ { "‘ }I "\ | .“‘. | ! '
N T T I S I O O O O R B .
12900 | ﬂ | R . G : o
| 1 I T B T Vo .
1 [ f [ Vo T Vo \ : P ‘
12800 | & L Y Ul iy
.L.;'»&&““mm.
Ar
12700 ¥ T d T T T T T T T T T T T T
0 120 240 360 480 600 720 840 960
Tempo (s)



110

Ap0ds o 3 ciclo ndo conseguiu retornar a linha de base, 0 que pode indicar que o sensor
pode saturar, impedindo que ele retorne & frequéncia de ressonéncia inicial, no periodo
estabelecido. De acordo com Hromadka et al. (2018) os sensores deveriam responder com a
mesma precisdo por um longo periodo de tempo, porem 0s sensores podem saturar COm 0 USO
repetitivo, impedindo que responda da mesma maneira.

Outro fator que pode ter interferido se relaciona ao mecanismo de interacdo entre as
moléculas e a camada sensitiva, uma vez que a dessor¢do pode levar mais tempo para acontecer,

sendo que em 1 min ndo foi suficiente para dessorver o analito e retornar a condi¢do de origem.
4.3.4 Avaliacéo de interferentes na resposta do sensor

Compostos semelhantes (4-oxo-(E)-2-hexenal, do tridecano e do 2-(E)-4-(Z)-
decadienoato de metila) ao feronomio do percevejo E. Heros foram utilizados como

interferentes para avaliar a reposta do sensor de Pani/MWNT (Figura 45).

Figura 45 - Avaliacao de interferentes na resposta dos sensores de Pani/MWNT.
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A concentracdo avaliada foi de 0,005pg/mL, onde verifica-se que o sensor de
Pani/MWNT ndo conseguiu diferenciar os trés compostos testados, porem, observou-se uma
reducdo na frequéncia de ressonancia apos a exposicdo aos interferentes, em relacdo ao ar .
Esses resultados se relacionam com a especificidade do sensor e mostram que 0 sensor
nanoestruturado de Pani/MWNT responde a volateis liberados por percevejos de outras
espécies, alem do percevejo marrom.

Importante destacar que mesmo que 0 sensor responder aos compostos interferentes,
essa resposta foi diferente da apresentada ao feromonio 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila

apresentou uma resposta distinta.

4.4 CONCLUSOES

O sensor nanoestruturado de Pani/MWNT foi funcionalizado de forma efetiva pela
técnica de LbL, sendo observada a deposicdo de massa com reducdo da frequéncia de
ressonancia bem como o aumento da absorbancia e 0 aumento da rugosidade a cada bicamada
depositada. As imagens de MEV mostram que a formacdo do nanocompdsito foi possivel,
visualizando-se estruturas globulares e cilindricas, relacionadas a Pani e aos MWNT,
interligadas.

Em relacdo as respostas do sensor de Pani/MWNT frente ao feromonio do E. heros,
apresentou limite de detec¢do de 2,18 fg/mL e foi capaz de detectar na ordem de fentograma,
mesmo apos 30 dias de estocagem, apresentando um tempo de resposta de 50,4 s e
repetibilidade de 2 ciclos, e quando avaliados em relacdo a resposta frente a interferentes, 4-
oxo-(E) -2-hexenal, tridecano e o 2-(E)-4-(Z2)-decadienoato de metila, apresentaram uma
pequena variacdo na frequéncia de ressonancia, quando comparado com os valores da
exposicdo ao ar.

As respostas dos sensores de Pani/MWNT estéo relacionadas a camada ativa, uma vez

que os sensores sem funcionalizagdo nédo apresentaram sensitividade ao feroménio.
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5.1 INTRODUCAO

Os feromdnios sdo semioquimicos que atuam como armas de comunicagdo poderosa,
coordenando comportamentos intra e interespécies (VERHEGGEN; HAUBRUGE;
MESCHER, 2010).

Dentre os feromonios, 0s sexuais sdo 0s mais estudados e ja identificados em varias
classes de insetos, podendo ser produzidos por qualquer sexo com o objetivo de atrair um
parceiro. Esses feromdnios vem sendo foco de diversos estudos e o principal interese é utiliza-
lo no monitoramento e no controle de pragas (GINZEL, 2010).

Nesse contexto surge o interesse em desenvolver sensores para detec¢ao do feromonio
sexual do percevejo marrom, importante praga da cultura da soja, responsavel por perda na
guantidade e qualidade dos grdos. Os sensores baseados em cantileveres podem ser uma
alternativa, uma vez que por apresentarem-se minuaturizados, e dependendo da camada ativa
desenvolvida, podem detectar quantidades diminutas de analitos, como seria 0 caso dos
feromonios sexuais.

A escolha da camada ativa adequada e da forma de funcionalizacdo é uma etapa
fundamental no desenvolvimento dos sensores e dentre as diversas camadas ativas que podem
ser utilizadas para fabricagdo de sensores, 0os nanomateriais estdo sendo explorados por
melhorarem as caracteristicas dos sensores, uma vez que apresentam uma grande area
superficial. E estes vem sendo explorados em sensores para detec¢do de volateis.

O grafeno se apresenta como uma folha plana de &tomos de carbono, sendo base para
a formacédo de nanotubos de carbono e fulerenos e apresenta alta resisténcia mecénica (200
vezes maior que o aco), alta condutividade elétrica (60x mais que os NTC), alem da elasticidade
e condutividade térmica (JUSTINO et al., 2017). O éxido de grafeno é um derivado do grafeno
e se apresenta como folhas de grafeno em camadas oxigenadas contendo grupos funcionai ,
como alcoois e carboxilas nas bordas (BOLLELA et al., 2017).

A associacdo entre nanomateriais, como o oxido de grafeno com polimeros condutores
também ¢ atrativa para fabricacdo de sensores pois podem potencializar as caracteristicas
individuais de cada composto, culminando no desenvolvimento de sensores ultra sensiveis.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um sensor de cantilever
nanoestruturado com um polimero condutor (polianilina) e um nanomaterial (0xido de grafeno)

e aplicar na deteccdo de feromonio de percevejo (E. heros).
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5.2 MATERIAL E METODOS

Neste item serdo descritos os materiais e métodos utilizados para fabricacdo dos
sensores nanoestruturados de cantilever de Pani/OG, assim como a metodologia utilizada para
avaliar a resposta destes na detec¢do do composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila e dos
compostos utilizados como interferentes, tridecano, 4-oxo-(E)-2-hexenal e 2-(E)-4-(2)-

decadienoato de metila.

5.2.1 Cantileveres

Os cantileveres de silicio utilizados para funcionalizacdo com Pani/OG foram
adquiridos comercialmente (Budget Sensors®), com frequéncia de ressonancia de 13+4 kHz e
constante de mola de 0,2 N.m "}, comprimento de 450 um, largura de 50 pm e espessura de 2
um, revestidos com 30 nm de aluminio.

Antes da funcionalizacdo foram colocados em uma solucéo de alcool isopropilico por 2

min, para limpeza, e secos por 30 min, a temperatura ambiente.

5.2.2 Desenvolvimento das camadas sensitivas

5.2.2.1 Preparo da solucéo de OG para formacao dos filmes LbL

O OG utilizado neste experimento foi sintetizado através de um processo de esfoliagcdo
utilizando um método de Hummers modificado (LIMA et al., 2017) e foi gentilmente cedido
para nossos experimentos pelo Instituto de Fisica da USP, Sdo Carlos/SP.

Para sintese do grafeno, Lima et al. (2017) utilizaram 5 g de grafite misturado a 3,75 g
de nitrato de sddio (NaNO3) mantendo em agitagdo em banho de gelo. Em seguida adicionaram
375 mL de acido sulfurico (H2SO4) e 22,5 g de permanganato de potassio (KMnQO4), mantendo
a mistura em agitacdo (em banho de gelo) por 2 h e ap6s mantido em agitagdo a temperatura
ambiente por 5 dias, até a formacdo de um liquido viscoso castanho escuro, que indicam que 0
grafite foi oxidado com sucesso.

Em seguida, iniciaram a segunda oxidacdo adicionando a mistura 700 mL de solugéo
aquosa de H2SO4 (5%) e mantendo em agitacéo e aquecimento (80°C) por 1h, passando para
cor amarelo escuro e indicando alta oxidagdo das folhas de grafite. Apds a temperatura foi

mantido em 98°C favorecendo a formacdo de grupos carbonila e epoxi. Em seguida iniciaram
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0s processos de lavagem e para tanto a temperatura foi reduzida para 60°C e adicionado 15 mL
de H2O» a mistura para reduzir materiais residuais presentes na amostra e mantidos por 2h em
ultrassom, e apds por 12 h em repouso.

Para remoc¢do de impurezas inorganicas foi adicionado ao OG 2 L de H2SO4 (3%) e
H20- (0,5%) e mantido em agitacdo por 10 min e mais 15 min em ultrassom (promovendo a
formacdo de mais grupos carbonila e epoxi). Apds a mistura foi centrifugada e o precipitado foi
lavado com H>SO4 e H.O>, seguindo com agitacao e centrifugacéo, e por ultimo lavado mais 3
vezes com solucdo de HCI.

Apos foi lavado com &gua deionizado e centrifugado, o sobrenadante foi deixado em
dessecador até estar seco, originado o pé de grafeno. O OG foi disperso em agua (acidificada

com HCI até pH 3) na concentracéo de 0,1 mg. mL™.

5.2.2.2 Preparo da solugdo de Pani para formacéo dos filmes LbL

A Pani foi polimerizada pela técnica interfacial, como descrito no item 3.2.2 e a solugéo
para realizacdo da funcionalizacdo foi preparada de acordo com o item o item 3.2.3, obtendo

uma solucdo com concentracgéo final de 1 mg.mL™.

5.2.2.3 Funcionalizagéo das superficies dos cantileveres

A funcionalizacdo com Pani/OG foi realizada pela técnica de automontagem (LbL), de
acordo com a metodologia de Raposo et al. (1997), até a formacdo de sete bicamadas, com
deposicdo alternada dos polimeros de cargas opostas (polianion e polication) sobre ambos os
lados do cantilever (superficie superior e inferior).

Para obter o sensor de Pani/OG, foi utilizado como polianion a solucdo de OG (descritas
no item 5.2.2.1), com concentracéo final de 0,1 mg. mL™ e como polication solucdo de Pani
(descrita no item 3.2.3), com concentragdo final de 1 mg.mL 1.

As bicamadas de Pani/OG foram obtidas de acordo com o item 3.2.5, mantendo o
cantilever por 3 min na solucdo de Pani, 1 min da solucéo de lavagem (pH 3) e secos por 15
minutos, apos foram colocados em uma solucdo de OG por 3 min, 1 min na solucdo pH3 e secos
novamente por 15 minutos, obtendo-se assim, a primeira bicamada. O procedimento foi

repetido por 7x, até a formacéo e 7 bicamadas.
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5.2.3 Caracterizacdo dos filmes

5.2.3.1 Espectroscopia de Infravermelho de Reflexdo e Absorcdo de Modula¢do por
Polarizagcdo (PM-IRRAS)

As analises foram realizadas de acordo com a técnica descrita no item 3.2.6.
5.2.3.2 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Os cantileveres, com constante de mola 0,2 N.m™? e frequéncia de ressonancia de
13 KHz (Budget sensors®), funcionalizados por LbL com Pani/OG foram acoplados, através de
um canticlipe para medidas no ar, ao scanner piezoelétrico do AFM, e apds o alinhamento do
laser, foram realizadas medidas de frequéncia de ressonancia a cada bicamada depositada,
sempre em triplicata, ajustando o equipamento para realizacdo de medidas no ar e no modo
dinamico.
5.2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura e por emissédo de campo (MEV)

A técnica foi realizada de acordo com o item 3.2.6.
5.2.3.4 Microscopia Optica

As imagens de microscopia optica foram realizadas de acordo com o item 3.2.6.

5.2.3.5 Angulo de Contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas de acordo com o item 3.2.6, em uma

superficie de silicio funcionalizada com Pani/OG pela técnica de LbL.

5.2.4 Avaliagéo dos sensores nanoestruturados de cantilever

5.2.4.1 Camara para detecg¢éo dos feromdnios e interferentes
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Para avaliar a resposta dos sensores nanoestruturados de Pani/OG foi projetada uma
camara de polipropileno com volume de 6,38 cm?®, como apresentado no item 3.2.7.1.

5.2.4.2 Preparacdo das solucdes do composto feromonal 2,6,10-trimetiltridecanoato de

metila

O composto 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, componente do feroménio sexual do
E. heros, foi sintetizado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, e foi
utilizado em diferentes concentragdes (0,005 - 0,01 - 0,05 - 0,1 — 0,2 — 0,3 pg/mL), sendo que
as diluigdes foram realizadas com o solvente n-hexano (MERCK 99%) (PIRES e ZARBIN,
2006).

Para avaliar a resposta dos sensores foi calculado a concentracdo do composto
feromonal, 2,6,10-trimetiltridecanoato, no interior da cdmara, considerando a quantidade deste
presente na aliquota inserida (20uL), para cada concentragdo, de acordo com a equacao 7
descrito no item 3.2.7. A concentracdo do composto presente na cdmara para cada concentracdo
preparada foi de 1,4 fg/mL, 2,8 fg/mL, 14 fg/mL, 28,2 fg/mL, 52,4 fg/mL e 78,6 fg/mL.

5.2.4.3 Medida de frequéncia de ressonéncia em microscopio de forca atbmica (AFM)

As medidas de frequéncia de ressonancia dos sensores de Pani/OG foram realizadas de

acordo com o item 3.2.7.

5.2.4.4 Caracterizacdo da resposta dos sensores frente ao composto 2,6,10-

trimetiltridecanoato de metila

Foi avaliado a resposta dos sensores sem funcionalizacdo (branco) e funcionalizados
com Pani/OG expostos a diferentes concentragdes do 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila.

Os sensores foram avaliados pelas medidas de frequéncia de ressonancia e
caracterizados quanto ao tempo de resposta, sensitividade, limite de deteccdo, repetibilidade,
histerese e durabilidade, sendo todos experimentos realizados em triplicata, testes que foram

realizados de acordo com os itens 3.2.7.1.
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5.2.4.5 Avaliacéo de interferentes

Além do feromonio 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, os sensores foram avaliados
guanto a exposicdo aos compostos do 4-oxo-(E)-2-hexenal, do tridecano e do2-(E)-4-(2)-
decadienoato de metila, na concentragdo de 0,005ug/mL. Os testes foram realizados da mesma
forma que os testes com o 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila, com temperatura em torno de

25+0,6°C e umidade em torno de 65%z=0,9%, e os resultados estdo expressos na Figura 65.

5.2.4.6 Anélise Estatistica

Os resultados de sensitividade e limite de deteccdo, referentes a durabilidade, e os dados
de rugosidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo

teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca, utilizando o software Origin 8.5.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 PM-IRRAS

A Figura 46 mostra os espectros de PM-IRRAS absor¢do com o0s picos de absorgéo,
mostrando que houve uma alteracao nos picos apresentados em relacdo a superficie de silicio.

Observou-se bandas de absorgéo em 1145, 2307 e 3707 cm™. Essas bandas também
foram observadas por Wu et al. (2013) e se relacionam, respectivamente, a ligagédo C-H do anel
aromatico da Pani, ao estiramento assimétrico do C-H e ao estiramento 0-H, bandas
caracteristicas para absorcdo para OG (WESSLING, 1998).
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Figura 46 - Espectro de PM-IRRAS dos filmes de Pani/OG desenvolvidos sobre a superficie de
silicio.
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Fonte: o autor.

5.3.2 MEV

A Microscopia Eletronica de Varredura mostra a microestrutura do filme de Pani/OG,
sendo que a Pani foi preparada pela técnica interfacial e os filmes desenvolvidos pela técnica
de automontagem, LbL, sob uma superficie de silicio (Figura 47).

Pode-se observar uma estrutura em forma de malha, porosa, com regifes mais
aglomeradas. De acordo com Wu et al. (2013) essa estrutura é caracteristica dos
nanocompasitos de Pani/OG, onde o OG atua como um suporte e a Pani € adsorvida, formando

peliculas com grande &rea superficial de Pani/OG.

Figura 47 - Micrografias das amostras de filmes de Pani/OG sob superficie de silicio, com

aumento de 5000 vezes.

Fonte: o autor.
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5.3.3 Microscopia de Forca Atdmica

5.3.3.1 Avaliacéo da deposi¢do das bicamadas de Pani/OG

Em cada camada da funcionalizacdo, realizada pela técnica de LbL nos sensores de
Pani/OG, foi avaliada a frequéncia de ressonancia dos cantileveres (Tabela 5). Os sensores
nanoestruturados avaliados apresentaram um decreéscimo de aproximadamente 5,5% na
frequéncia de ressonancia, apos a deposicao da sétima bicamada de Pani/OG e um aumento de
15% na massa adicionada (ng). Esse aumento de massa demostra a deposi¢éo do material sobre
a superficie do cantilever.

A constante de mola apds a deposicdo de cada bicamada foi calculada de acordo com a
equacdo 6 e ndo apresentou alteracOes, essa avaliagdo € importante pois a alteracao na rigidez

do cantilever também pode alterar a frequéncia de ressonancia.

Tabela 5 - Valores da frequéncia de ressonancia (fres), constante de mola (k) e variacdo de

massa para as etapas de construgdo do sensor de microcantilever com e Pani/OG.

Frequéncia de

Deposi¢édo das bicamadas K (N.m?) Massa (ng) ressonancia (Hz)
Sem funcionalizagdo 0,20 85,00 15723
12 bicamada 0,20 88,1 15443
22 bicamada 0,20 90,18 15265
32 bicamada 0,20 91,50 15155
42 bicamada 0,20 93,81 15074
52 bicamada 0,20 95,89 14996
6% bicamada 0,20 97,00 14908
72 bicamada 0,20 97,51 14868

Fonte: o autor.

5.3.4 Microscopia Optica

Para verificar a mudanca da superficie de silicio com a funcionalizagdo utilizando
Pani/OG a microscopia Optica foi empregada. Na Figura 48 verifica-se um aspecto liso e
uniforme para a superficie de silicio, enquanto na funcionalizada séo observados grumos. Pode-
se observar que ocorreu a deposi¢do do filme, indicando que houve a funcionalizacéo, porém

ndo foi de maneira uniforme. Embora a técnica de LbL seja apropriada para desenvolvimento
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de filmes finos para sensores, a principal dificuldade é controlar a uniformidade do filme
(RAPOSO; OLIVEIRA JR, 1998).

Figura 48 - Imagens de microscopia éptica das superficies dos cantileveres funcionalizados

com PANI/OG e ndo funcionalizados (silicio) (Imagens com aumento de 100X).

Silicio Pani/OG

Fonte: o autor.

5.3.5 Angulo de Contato

Foi avaliado o angulo de contato da superficie do cantilever (sem deposi¢cdo) e com a
deposicédo do filme Pani/OG obtendo-se valores de 80,01° e 73,5°, respectivamente (Figura 49).

Figura 49 - Valor do angulo de contato do substrato de silicio funcionalizado com Pani/OG e
ndo funcionalizado.
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Em estudo realizado por Akin et al. (2014) com 6xido de grafeno depositado sobre uma
superficie de silicio encontraram valor de angulo de contato, para agua, de aproximadamente
100°. Porém, quando associado a Pani o angulo de contato foi de 72°. No presente estudo a
deposicdo da camada de Pani/OG também reduziu o angulo de contato em relacdo a superficie
sem funcionalizar, podendo ter ocorrido a migragdo espontanea dos componentes hidrofilicos
para a interface silicio/Agua que esta relacionado a associagdo da Pani, tornando assim, o

nanocomposito mais hidrofilico.

5.3.6 Resposta dos sensores funcionalizados com Pani/OG frente ao composto feromonal
2,6,10-trimetiltridecanoato de metila

A resposta dos sensores sem funcionalizacdo e com camada ativa de Pani/OG foi
avaliada em relacao a sensitividade e o limite de deteccdo usando diferentes concentragdes
(0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 pg/mL) do feromonio e ao n-hexano e ar sintético (Figura 50 e
51). Pode-se observar que os sensores funcionalizados com Pani/OG (R?=0,93) apresentaram
mudanca de frequencia de ressonancia na exposicdo ao composto feromonal 2,6,10-
trimetiltridecanoato de metila, enquanto que o sensor ndo funcionalizado (branco) néo
apresentou alteracdo da resposta. Também os sensores funcionalizados ndo sofreram alteragdes
na frequéncia de ressonancia, quando submetidos ao ar e n-hexano, assim esses compostos nao

interferem na resposta do sensor.

Figura 50 - Resposta do sensor funcionalizado de Pani/OG ao composto 2,6,10

trimetiltridecanoato de metila e do ndo funcionalizado (Branco) frente ao composto feromonal.
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Figura 51 - Resposta do sensor funcionalizado de Pani/OG ao composto 2,6,10 trimetiltridecanoato de

metila, ao ar e ao hexano e do ndo funcionalizado (Branco) frente ao composto feromonal.
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Fonte: o autor

A sensitividade e o limite de deteccdo foram de 6,24 Hz/fg.mL* e 0,91 fg/mL. Os
sensores funcionalizados com Pani/OG apresentaram limite de deteccdo e sensitividade
excelentes podendo estar relacionado ao efeito sinérgico, que potencializa as caracteristicas
individuais, entre o 6xido de grafeno e a Pani. De acordo com Bhattacharya (2016), a mistura
de derivados de grafeno a compostos poliméricos alem de melhorar as caracteristicas mecanicas
e elétricas, apresenta como diferencial o aumento da area superficial dos polimeros,
aumentando os sitios de ligagdo com as moléculas de interesse e consequentemente podendo
ter contribuido para as respostas observadas para o sensor nanoestruturado de Pani/OG.

O sensor funcionalizado com Pani/OG no foi capaz de detectar o feromonio sexual do
E. heros em quantidades muito pequenas, na ordem de fentograma, na literatura nédo
encontramos sensores desenvolvidos com esta camada sensitiva para detecgdo de feromonios
de insetos. Wu et al. (2013) desenvolveram um sensor baseado em nanocompdsitos de
Pani/Grafeno para detecgdo de amonia e verificam um aumento na sensitividade (5 vezes)
quando comparado com o0 sensor somente de Pani, relacionando essa eficiéncia principalmente
ao aumento da area superficial.

Estudos para deteccdo de feromonios de insetos atraves de sensores sdo encontrados na

literatura. Lu et al. (2014) encontrou limite de deteccdo em micromoles para deteccdo de
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feromonios de abelha e odores florais, com biossensor de impedancia eletroquimica revestidos
com proteinas olfativas da abelha,

Mitsuno et al. (2015) encontrou limite de dteccdo de ppb para detecgdo de feromonios
com sensor baseado em receptores de células odoriferas de insetos. Moitra el al. (2016) também
encontrou limite de deteccdo na ordem de fentograma para sensores de MEMS miniaturizado,
e funcionalizados covalentemente para a detec¢do Optica, através da medicdo da frequéncia de
ressonancia, por vibrometria Doppler, para deteccdo de feromonios sexuais de Helicoverpa
armigera.

Os valores de limite de detecgédo para o sensor de Pani/OG que foram observados no
estudo, de 0,91 fg/mL sdo de extrema importancia para continuacgdo de estudos que busquem o
monitoramento e deteccdo precoce de insetos-praga no campo, uma vez que foi capaz de
detectar quantidades diminutas do principal componente do feromonio sexual do E. heros.

Os valores de histerese foram determinados por meio da diferenca do valor médio a cada
concentracdo avaliada de forma ascendente e descendente, e observou-se uma histerese média

0,02% com valor maximo na concentracdo de 0,05 pg/mL (Figura 52).

Figura 52 - Avaliagéo da histerese dos sensores Pani/OG.

14860
<| m Pani/OG (0,005—>» 0,3 pg/mL)

— 14850—5. ® Pani/OG (0,3—> 0,005 pg/mL)
N n
T ]
© 14840
2 ] °
2 14830 -
o]
17} ]
3 ®
I 14820 =
% ] =
@© 14810 &
8 1 ]
‘08-’_ 14800
@ 1 ’
e |
L 14790+

T T T

¥ x i T X T ¥ T ¥ ¥
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
Concentragao (pg/mL)

Fonte: o autor.
A Figura 53 apresenta a estabilidade da resposta dos sensores de cantileveres, avaliados

a cada 10 dias durante 30 dias. Apos 30 dias de estocagem, 0s sensores desenvolvidos com

Pani/OG apresentaram diferencas em relacdo ao limite de deteccdo de 0,91 para 5,71 fg/mL.
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Em relacdo a sensitividade, o sensor de Pani/OG apresentou diferenca significativa a partir do
20° dia de estocagem.

Figura 53 - Avaliacao da resposta do sensor de Pani/OG durante 30 dias.
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Para verificar o tempo de resposta, obteve-se primeiramente, uma linha base (ar) por 2
minutos, e ap6s os sensores foram expostos a concentracdo de 0,3ug/mL do composto
feromonal, como pode ser visualizado na Figura 54. O tempo de resposta € uma importante
caracteristica dos sensores, pois se relaciona com 0 tempo necessario para que 0 Sensor
responda de forma efetiva, os sensores de Pani/OG apresentaram o melhor tempo de resposta,
25s.

Figura 54 - Tempo de resposta dos sensores de Pani/ OG.
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Em relacdo a reversibililidade na concentracdo de 0,3ug/mL do composto feromonal
2,6,10-trimetiltridecanoato de metila e de ar sintético, os resultados indicam que o sensor de
Pani/OG pode ser utilizado de forma consecutiva para determinacgdo da presenga do composto

feromonal, pois ambos obtiveram recuperacao de 97,3% ap0s consecutivos ciclos (Figura 55).

Figura 55 - Reversibilidade dos sensores de Pani/OG ao feromaonio.
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Fonte: o autor.

De acordo com Wau et al. (2013) os nanocompositos com Pani/OG se organizam sobre
0 substrato na forma de malhas porosas e esses poros, aumentam a area superficial, e
contribuem para a resposta dos sensores de volateis, reduzindo o tempo de resposta e
melhorando a reversibilidade dos sensores, uma vez que as moleculas de gas se difundem mais

facilmente.

5.3.7 Interferentes

Foram avaliados os interferentes do 4-oxo-(E)-2-hexenal, do tridecano e do2-(E)-4-(Z)-
decadienoato de metila, na concentracao de 0,005ug/mL, na resposta dos sensores (Figura 56).
Os sensores nanoestruturados de Pani/OG responderam aos trés compostos de forma diferente,
apresentando uma reducgdo na frequéncia de ressonancia ap6s a exposicéo de cada um deles. A

resposta apresentada frente a estes interferentes foi diferente da resposta obtida da exposicéo
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ao 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, e diferente também da resposta obtida quando o sensor

€ exposto ao ar.

Figura 56 - Avaliacdo de interferentes na resposta dos sensores de Pani/OG.
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A avaliacdo de interferentes traz informac6es importantes a respeito da seletividade dos
sensores, e indica que ele é capaz de detectar outros compostos liberados pelos E. heros e por
outras espécies de percevejos, mesmo sendo diferente, o sensor apresentara uma reducdo na

frequéncia de ressonéncia frente a estes compostos.

5.4 CONCLUSOES

O sensor de Pani/OG apresentou 6timos resultados para reversibilidade (97,3%),
reprodutividade e tempo de resposta (25s), bem como apresentou baixo limite de detecgéo e
alta sensitividade, indicando que a sintese de filmes nanoestruturados atraves da técnica de LbL,
com a associacao entre do 6xido de grafeno, derivado de carbono, e um polimero, a polianilina,
foi efetiva para deteccdo do composto feromonal do E. heros, sendo capaz, de detectar também,

compostos semelhantes liberados por outras espécies de percevejos.
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6.1 INTRODUCAO

Insetos praga, como 0 percevejo marrom, presente na cultura da soja, podem reduzir
significativamente os rendimentos da safra, de 20% a 40% anualmente, conforme estimado pela
Organizacao das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), que também projeta
que a producéo de alimentos deve aumentar mais de 60% para alimentar a crescente populagéo
até 2050 (KOUROUS, 2016).

E neste contexto, para satisfazer as necessidades alimentares da populacdo mundial, a
producdo deve ser otimizada, reduzindo as perdas causadas por insetos praga. No caso do
percevejo E. heros, agricultores e pesquisadores desenvolveram, ao longo do tempo, métodos
para detectar a sua presenca na lavoura e realizar o controle, no entanto, esses métodos, como
0 pano de batida, exigem mao de obra qualificada, tempo e nem sempre € realizado da forma
correta e assim novos métodos podem ser introduzidos, como a utilizagdo de armadilhas
contendo feromonios desses insetos.

Os feromonios sdo semioquimicos liberados pelos insetos para comunicagdo intra e
interespécies, e podem ser vislumbrados para aplicacdo na agricultura, para captura em massa,
monitoramento de espécies, alteracdo na reproducdo entre outros. Para deteccdo destes
semioquimicos em tracos, a utilizacdo de sensores de volateis pode trazer grandes beneficios
para a agricultura. Porém é uma tecnologia ainda pouco explorada, pois exige sensitividade e
seletividade em um Unico dispositivo, e assim a escolha da camada sensitiva adequada é
fundamental.

O uso de nanomateriais como elemento sensitivo tais como os polimeros condutores,
nanotubos de carbono e grafeno podem ser promissores, e dentre as caracteristicas salientam-
se a estrutura organizada e bem definida e a elevada razdo superficie-volume, permitindo grande
reatividade e um aumento significativo da sensibilidade e do limite de deteccdo, possibilitando
gue sejam necessarias poucas moléculas de analito ou espécie alvo para garantir a sua deteccéo
(SANTOS et al., 2014).

Assim, o0 objetivo do estudo foi aplicar sensores nanoestruturados de cantileveres, de
Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG para deteccdo dos compostos feromonais liberados por

percevejos E. heros, in vivo.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Ambiente de teste com percevejo marrom Euschistus heros

Para obtencao dos volateis (feromdnios) liberados pelo percevejo marrom Euschistus
heros foram coletados 39 insetos, machos e fémeas em diferentes estagios de desenvolvimento.
Estes foram capturados em uma lavoura de soja na localidade de Rio Toldo, distrito de Getulio
Vargas, RS (latitude: 27°45° 42,4” S e longitude 52° 0,9’ 35,7 W) e levados até o laboratorio
de termodindmica da URI em uma caixa de polipropileno contendo também soja e agua, no ano
de 2017. Assim que chegaram no laboratorio foram separados, uma vez que outras espécies de
percevejo, também presentes na cultura de soja, foram capturadas junto com o E. heros (Figura

57). Para separacdo das espécies obteve-se o auxilio de um agrénomo especialista no assunto.

Figura 57 - Percevejo marrom, E. heros, selecionados para o experimento in vivo.

Fonte: o autor.

Os percevejos, apos a separacdo, foram mantidos em uma caixa de acrilico (21 cm x 30
cm), fechada na parte superior com um filme plastico com aberturas para entrada de ar, por 3
dias para adaptacgéo as condicgdes experimentais (MEAKIN et al., 2014).

Para a manutencéo dos percevejos, 0s mesmos foram alimentados com vagem de soja e
gréos de amendoim e agua ad libitum (sem restricdo de quantidade), substituida a cada 2 dias
(ZHANG et al., 2003), como mostra a Figura 58. A temperatura e umidade relativa interna da
caixa foram monitoradas por um sensor comercial (Sensirium Kit EK-H5), a cada 60 s. A sala

onde os insetos estavam acondicionados era climatizada permanecendo a 25 °C. Os animais
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foram mantidos com fotoperiodo de 14 h de luz (7h as 21h) e 10 h de escuro (21h as 7h), esse

fotoperiodo era mantido pela claridade natural da sala e lampadas (ZHANG et al., 2003).

Figura 58 - (a) Experimento in vivo, com 39 percevejos Euschistus heros (fémeas e machos),
vagens de soja, amendoim, agua (seta preta) e sensor de umidade e temperatura (seta vermelha),

(b) detalhe dos percevejos.

Fonte: o autor.

Paralelamente um experimento foi realizado em uma caixa de acrilico sem a presenga
dos insetos para avaliar a possivel interferéncia dos semioquimicos liberados pela alimentagéo
dos mesmos. A mesma quantidade de alimentos e agua foi inserida nesta camara, sendo vedada

na parte superior com um filme plastico e com aberturas para entrada e saida de ar.

6.2.1.4 Resposta dos sensores nanoestruturados in vivo

Os sensores nanoestruturados de Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG obtidos conforme
descrito nos itens 3.2.5, 4.2.1 e 5.2.2.3, foram utilizados na deteccdo dos feroménios liberados
por percevejos in vivo.

Ap0s os trés dias de adaptacdo dos insetos, iniciou-se as coletas dos volateis presentes
no ambiente de teste (caixa de acrilico) e, para tanto, uma seringa de 10 mL foi inserida no

interior da caixa (Figura 59) para coleta dos volateis.
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Figura 59 - Coleta dos volateis presentes no ambiente de confinamento com o auxilio de uma
seringa de 10 mL.

Fonte: o autor.

Os volateis foram introduzidos na cdmara acoplada ao AFM para realizacéo das medidas
de frequéncia de ressonancia dos sensores nanoestruturados de cantilever. Para as medidas de
frequencia de ressonancia utilizou-se um equipamento de AFM (Nanosurf, Suiga), no modo
dindmico acoplado a uma camara de gases com um volume de 6,38 cm®. Primeiramente injetou-
se 10 mL de ar sintético na camara acoplada ao AFM, com a saida aberta, para limpeza. Apds
injetou-se 2 mL de ar sintético e monitorou-se a resposta do sensor a cada 20s, por 2 min. Na
sequéncia, injetou-se 10 mL dos semioquimicos coletados na camara de confinamento com os
percevejos com a saida aberta, e em seguida fechou-se a saida da camara e injetou-se mais 2 mL
dos semioquimicos coletados para avaliacdo da resposta do sensor. As medidas foram
realizadas a cada 20 s por 5 min. A analise foi repetida a cada 24 h, por 7 dias, com todos 0s
sensores nanoestruturados de cantilever desenvolvidos e também com o ndo funcionalizado,
denominado como branco. O mesmo procedimento foi realizado para o ambinente sem a
presenca dos percevejos.

Os experimentos foram realizados em triplicata, e entre as medidas sempre era realizada
a limpeza com 10 mL de ar sintético. Na Figura 60 sdo apresentados detalhes do experimento

de detecgdo dos volateis liberados pelos insetos e da cdmara de gases.
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Figura 60 - Experimento in vivo. (a) detalhe do scanner piezoelétrico do AFM. (b) sensor fixado
no canticlipe e acoplado ao AFM. (c) camara para injecdo dos volateis para avaliacdo da
frequéncia de ressonancia. (d, e, f) Acoplamento da cAmara com o scanner do AFM. (g) seringa

acoplada a mangueira para carrear os volateis até a cAmara.

Fonte: o autor.



138

6.2.1.5 Analise de componentes principais (PCA)

Os valores de frequéncia de ressonancia finais dos sensoress nanoestruturados avaliados
durante os 7 dias de coleta dos volateis nas camaras com a presenca e a ausencia de insetos
foram avaliados usando a analise de componentes principais usndo o sofware OriginPro 9.0 (©

Origin Lab Corporation).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Experimento in vivo

A resposta dos sensores nanoestruturados de Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG aos
semioquimicos naturais liberados pelos percevejos E. heros do experimento in vivo foram
avaliadas no inicio do confinamento e a cada 24 h (Figura 61) (apés o periodo de adaptacédo de
3 dias) por 7 dias (Figura 63). Para o sensor de Pani/OG, as medidas foram realizadas por 3
dias, uma vez que o sensor foi danificado.

Pode-se observar que os sensores de Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG (Figura 61 a,
61 b e 61 c) quando expostos aos volateis presentes no ambiente contendo 0s percevejos e
alimentacéo reduziu a frequéncia de ressonancia, em relacéo ao ar, indicando que ocorreu uma
interacdo entre a camada sensitiva e os volateis, causando uma alteracdo na massa do cantilever
e consequente reducdo na frequéncia de ressonancia. Quando o sensor foi exposto aos volateis
presentes no ambiente sem a presenca dos percevejos, somente com agua e alimentacéo,
observa-se que ndo apresentou mudanca na frequéncia de ressonancia, permanecendo com sinal
semelhante ao do ar sintético .

O sensor ndo funcionalizado, branco, também ndo respondeu aos volateis presentes no
ambiente com a presenca dos percevejos, indicando que a camada sensitiva € responsavel pela

interacdo entre o sensor e 0s volateis.
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Figura 61 - Resposta do sensor de Pani/PSS (a) Pani/MWNT (b) e Pani/OG (c) em experimento

in vivo.

Fonte: o autor.
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Se compararmos a exposi¢do do sensor de Pani/PSS nos ensaios com o composto
sintético, 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila (Figura 62), e nos ensaios in vivo, percebe-se
que a reducdo na frequéncia de ressonancia com o composto sintético foi de 2,3%, enquanto
que no in vivo, essa variagao foi menor, de aproximadamente 0,4%, sugerindo que a quantidade
de semioquimicos liberados pelos percevejos E. heros, durante 24 h é extremamente pequena,
causando uma variacdo na frequéncia de ressonancia menor do que a concentracdo de
0,005pg/mL, menor concentracdo avaliada no experimento com o composto sintético. Essa
relacdo é possivel pois sabe-se que a frequéncia de ressonancia € inversamente proporcional a
massa depositada sobre o cantilever.

Figura 62 — Frequéncia de ressonancia inicial e final dos sensores de Pani/PSS, Pani/MWNT e

Pani/OG expostos a concentracdo de 0,005 pg/mL do feromdnio sintético.
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Fonte: o autor.

A reducdo da frequéncia de ressonancia quando o sensor de Pani/MWNT (Figura 62)
foi exposto ao feromonio sintético foi de 3,8%, enquanto que a reducdo para o experimento in
vivo foi de aproximadamente 0,2%, podendo ser um indicativo que a quantidade do composto
de interesse presente & menor que 0,005pg/mL.

No experimento com 0 composto sintético, o sensor de OG (Figura 62) apresentou 0s
melhores resultados, apresentando reducdo na frequéncia de ressonancia de 0,1%, igual a

reducdo observada no experimento in vivo, frente aos volateis liberados pelos percevejos.
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A resposta do sensor de Pani/PSS ao longo de 7 dias foi linear, reduzindo a frequéncia
de ressonancia com o passar dos dias, indicando um aumento na massa adsorvida pelo sensor,
até 96 h, apos esse periodo néo foi possivel diferenciar as medidas de frequéncia de ressonancia.
A partir desses dados, foi realizado um teste com uma concentracdo conhecida (0,3ug/mL) do
composto sintético, 2,6,10-trimetiltridecanoato de metila, para avaliar se o sensor continuava
respondendo a presenga do composto de interesse. Verificou-se que 0 sensor apresentou
resposta a este composto, podendo ser um indicativo que apds 96 h de exposic¢do, 0 sensor
apresentava 0 maximo de adsor¢éo, ndo conseguindo captar concentragdes maiores ou que 0
ambiente com os percevejos, apds esse periodo, apresentava a concentragdo maxima de volateis
de interesse (Figura 63 a)

O sensor de Pani/MWNT (Figura 63 b), respondeu de forma constante, reduzindo a
frequéncia de ressonéancia, até 48 h ap6s o confinamento. Ja o sensor de Pani/OG, respondeu a

presenca dos volateis, reduzindo a frequencia de ressonancia, até 72h (Figura 63 c)
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Figura 63 - Resposta do sensor de Pani/PSS (a) Pani/MWNT (b) e Pani/OG (c) em experimento.

Fonte: o autor.
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A Figura 64 mostra um esquema das interagdes no experimento in vivo contendo 0s
percevejos, além dos alimentos presentes na caixa. Esses compostos coletados e avaliados pelos
sensores nanoestruturados de cantilever conseguiram reconhecer somente 0S cOmMpostos
liberados pelos percevejos, e esssas respostas foram detectadas pela reducédo da frequéncia de

ressonancia, indicando uma deposicao de massa sobre o sensor.

Figura 64 - Esquema do experimento in vivo. Simulacéo das condi¢des ambientais do H. heros,
com presenca de alimentos (vagem de soja e amendoim) e agua, temperatura e umidade

controladas, com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos diferentes sensores.
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VTR X

+

Volatetidas plant.as;
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dos volateis

Entrada de ar

=

Reconhecimento
especifico

1 2

Detectar infestagio
de pragas

Sensor

Voliteis dos insetos e das
plantas

Fonte: o autor.

Na literatura encontramos poucos estudos que simulam o ambiente no campo e
realizam experimentos in vivo em laboratério. Moitra el al., (2016) desenvolveram um
dispositivo MEMS miniaturizado, para deteccdo de feromdénios sexuais de Helicoverpa
armigera, através da variacdo da frequéncia de ressonancia e realizam em conjunto um
experimento in vivo com a presenca das pragas e de plantas de tomate e verificaram que o sensor
foi capaz de detectar tanto 0 composto sintético quanto o composto liberado pelos insetos, com

limite de deteccdo na ordem fentograma.

6.3.2 Andlise de PCA

As respostas dos sensores nanoestruturados com e sem a presenca dos volateis dos

insetos foram analisadas pela técnica estatistica de analise de componentes principais (PCA)
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durante os 7 dias. Verifica-se que 0s sensores conseguem discriminar a presenca dos volateis
na camara, e também dos diferentes tempos de anélise (Figura 65). Além disso, foram levadas
em consideracdo as variancias dos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) gerando

98,31% do total de informac6es coletadas pelos sensores.

Figura 65 - Graficos de PCA (a) dos sensores nanoestruturados aos volateis coletados na cAmara
sem e com a presenca de insetos durante 7 dias.
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Fonte: o autor.

6.4. CONCLUSAO

No experimento realizado in vivo, com 39 percevejos, mimetizando as condigdes
naturais do Euschistus heros, todos os sensores avaliados responderam, com reducdo da
frequéncia de ressonancia, quando expostos aos volateis presentes no ambiente do
confinamento, essas respostas foram avaliadas no inicio do experimento e a cada 24 h, ap0s 0s
3 dias de adaptacdo. Os sensores de Pani/PSS conseguiram detectar os volateis de forma linear
por 96 h, os sensores de Pani/MWNT por 48h e os sensores de grafeno responderam de foram
linear até 72 h apds o confinamento. Apds esse periodo, 0s sensores conseguiam detectar 0s

volateis, porem a frequéncia de ressonancia ndo alteravam com o passar dos dias.
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Os sensores sem funcionalizagdo ndo apresentaram sensitividade aos volateis presentes
no experimento in vivo, indicando que a camada ativa (Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG),

sobre os sensores, se mostrou eficiente para deteccdo dos compostos de interesse
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7.1 CONSIDERACOES FINAIS

De maneira geral, pode-se concluir que o desenvolvimento de sensores nanoestruturados
de cantileveres de Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG mostram-se promissores para detec¢édo
do principal componente do feromonio sexual do percevejo E. heros, 2,6,10
trimetiltridecanoato de metila, bem como aos volateis liberados pelos insetos no experimento
in vivo.

Por meio das analises realizadas foi possivel verificar que a funcionalizacdo através da
técnica de LbL com Pani/PSS, Pani/MWNT e Pani/OG ocorreu de forma eficiente, sendo
observada a deposicdo de massa com reducdo da frequéncia de ressonancia a cada bicamada
depositada, caracteristica observada também pela espectroscopia de UV-Vis, também pelas
imagens de morfologia realizadas no AFM e MEV demostrando que a cada bicamada
depositada ocorreu uma mudanca na superficie dos sensores, aumentando a rugosidade
também.

Em relacdo as respostas dos sensores nanoestruturados de cantileveres, todos
apresentaram baixo limite de detecc¢éo (1,44 fg/mL, 2,18 fg/mL e 0,91 fg/mL) permitindo assim,
avaliar diferentes concentracfes do principal componente do feromonio sexual do percevejo
marrom, 2,6,10-trimetiltridecancato de metila. Além disso, a avaliagdo da durabilidade
demostrou que continuam apresentando limites de detecgdo e sensitividade na ordem de
fentogramas, mesmo ap0s 30 dias de avaliacéo.

Os sensores de Pani/PSS apresentaram tempo de resposta de 37,8 s, 0 sensor de
Pani/MWNT, de 50,4s e os sensores de Pani/OG apresentaram o melhor tempo de resposta, de
25s. Outra caracteristica avaliada que esta relacionada com a qualidade dos sensores é a
capacidade de reversibilidade e repetibilidade, e os sensores de Pani/PSS e Pani/OG
apresentaram capacidade de repetibilidade por 8 ciclos, com reversibilidade superior a 90%,
enquanto que o sensor de Pani/MWNT apresentou repetibilidade por 2 ciclos com
reversibilidade de 80%.

Todos os sensores foram avaliados em relagéo a resposta frente a interferentes, 4-o0xo-
(E) -2-hexenal, tridecano e o 2-(E)-4-(Z)-decadienoato de metila, apresentando uma pequena
variacdo na frequéncia de ressonancia, quando comparado com os valores da exposi¢ao ao ar,
e somente o sensor de Pani/OG conseguiu diferenciar os 3 compostos.

Nos experimentos realizados in vivo, todos os sensores avaliados responderam a
presenca dos feromonios liberados pelos percevejos, com reducdo da frequéncia de ressonancia,

Os sensores de Pani/PSS conseguiram detectar os volateis de forma linear por 96 h, os sensores
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de Pani/MWNT por 48h e os sensores de grafeno responderam de foram linear até 72 h ap6s o
confinamento. Apés esse periodo, 0s sensores conseguiam detectar os volateis, porem a
frequéncia de ressonancia néo alterava com o passar dos dias.

Os sensores sem funcionalizagcdo ndo apresentaram sensitividade ao feromonio sintético
e nem aos Vvolateis presentes no experimento in vivo, indicando que a camada ativa (Pani/PSS,
Pani/MWNT e Pani/OG), sobre o0s sensores, se mostrou eficiente para detec¢do dos compostos
de interesse.

Esses resultados, embora preliminares, sdo bastante promissores, uma vez que abrem
caminho para o desenvolvimento de estudos que busquem alternativas para deteccdo precoce
de insetos-praga, como o percevejo marrom, reduzindo prejuizos e utilizacdo de agroquimicos

na agricultura.

7.2 TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas sugestdes de trabalhos futuros relacionadas ao

desenvolvimento de sensores nanoestruturados para deteccéo de feroménios de insetos-praga:

1. Avaliacgdo das taxas de liberag&o dos feromonios na cdmara desenvolvida;

2. Testes com outros interferentes e em diferentes concentracGes, bem como experimentos
in vivo com outros percevejos, para avaliar a especificidade dos sensores;

3. Testes com septos contendo feromoénios em concentracdo conhecida para avaliar a
resposta dos sensores;

4. Buscar alternativas para desenvolver sensores, com base nas camadas ativas avaliadas
e no mecanismo de agdo proposto, que possam ser testados real time nas lavouras;

5. Desenvolvimento de aplicativo para captar as informagdes dos sensores e assim avaliar

precocemente as infestagdes nas lavouras;
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8.1 PRODUCAO CIENTIFICA

Os resultados das pesquisas realizadas, até o presente momento, geraram trabalhos na
forma de artigo e publicagdes em congressos nacionais e internacionais. Além disso, algumas
contribui¢Ges foram feitas gerando artigos com co-autoria. A seguir estdo descriminados 0s
respectivos trabalhos.
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