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RESUMO

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um biossensor, utilizando a haste de
microcantilever e a deteccdo de sua resposta por intermédio do modo dindmico da
microscopia de forca atdbmica (AFM). Foram investigadas as respostas de diferentes
métodos para imobilizagio da enzima Alcool Desidrogenase, a fim de realizar a detecgéo
seletiva de etanol, metanol e isopropanol, empregando como matrizes monocamadas
auto-organizadas (SAM — Self Assembed Monolayer) e outros arranjos formados sobre a
superficie de microcantilevers de Si e SisN4. Além disso, objetivou-se a avaliagdo da
influéncia do processo de imobilizacdo do elemento bioldgico no desempenho analitico do
biossensor. O processo de desenvolvimento do biossensor iniciou-se com a ativa¢éo de
sua superficie por meio de deposi¢éo de tibdis e silanos com diferentes comprimentos de
cadeias carbbnicas, mas com 0s mesmos grupos terminais amina (NHz). A ativacao de
microcantilevers somente € possivel com a oxidacao de sua superficie e para verificagdo
desse processo foi empregada a técnica “High-resolution Xray Photoelectron
Spectroscopy (XPS)”. A ativacao da superficie foi obtida utilizando metodologias diferentes
para o recobrimento dos microcantilevers construidos somente com Si (100) e SisNa.
Posteriormente ao processo de oxidagdo, segue-se a ligacao da biomolécula a superficie
ativada pela utilizacdo do agente bifuncional Glutaraldeido. Foram investigados
microcantilevers em que ambos os lados foram revestidos com as biomoléculas e, foi
constatado o efeito da tensdo superficial a partir de 0,3 mL/L do analito alvo. Ao analisar 0
desempenho do biossensor para a determinacdo do analito alvo, verificou-se que nos
biossensores a metodologia de ativacdo por vapor de (3-Aminopropyl)triethoxysilane
(APTES) e com montagem em monocamadas auto-organizada foi a mais adequada para
a imobilizacéo da biomolécula de reconhecimento, com esta preparacgédo o biossensor foi
menos susceptivel a umidade relativa e variagdes de temperatura apresentando elevado
fator de qualidade, menor periodo de tempo de resposta, seletividade, durabilidade e

sensibilidade.

Palavras-chave: Biossensor, Biotecnologia, Microscopio de Forca Atdémica, AFM, Alcool

Desidrogenase, Tenséo Superficial, Microcantilever, Sensor.



ABSTRACT

This study presents the development of a biosensor using a microcantilever stem and its
detecting response through dynamic mode of atomic force microscopy (AFM). Responses
of different methods for immobilization of alcohol dehydrogenase enzyme were
investigated in order to accomplish a selective detection of ethanol, methanol and
isopropanol, using as arrays: self-assembly monolayer (SAM) and others arrangements
formed on Si and SisN4 microcantilevers surface. In addition, we aimed to evaluate the
influence of the biological element immobilization process in the analytical performance of
the biosensor. The process to development of a biosensor began with the activation of its
surface by means of thiols and silanes with different carbon length chains, however with
the same amine terminal groups (NH2). The microcantilevers activation is only possible
with the oxidation of its surface and to check this process, the "High-resolution Xray
Photoelectron Spectroscopy (XPS)" technique was used. Activation of the surface was
obtained using different methods for coating of microcantilevers made only with Si (100)
and SisNa4. Subsequently to the oxidation process, the binding of the biomolecule to the
surface activated was performed using the bifunctional agent glutaraldehyde.
Microcantilevers with both sides coated by biomolecules were investigated and a tension
effect of surface was observed at a 0,3 mL/L of the target analyte. By analyzing the
performance of the biosensor for the determination of the target analyte, it was realized
that APTES activation methodology for biosensors steam and self-assembled monolayers
were the most suitable techniques for immobilizing the recognition biomolecule. With this
preparation, the biosensor it showed less susceptible to humidity and the temperature
variations, presenting a high quality factor, a faster response time, selectivity, sensitivity

and durability.

Keywords: Biossensor, Biotecnologia, Microscopio de Forca Atdmica, AFM, Alcool Desidrogenase,

Tensdo Superficial, Microcantilever, Sensor.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Serdo abordados os principais tépicos para entendimento do funcionamento de um
Microscépio de Forca Atdmica (AFM) assim como a teoria para a construgdo de um

biossensor e as caracteristicas desejaveis.

1.1 Contexto

s

O etanol é um composto importante na medicina, biotecnologia e
principalmente na industria de alimentos onde alguns procedimentos podem envolver
a fermentacao e a destilacdo, a concentracao de etanol volatilizado pode atingir niveis
toxicos, causando inflamacédo da membrana mucosa nasal e conjuntiva, irritacao de
pele, até mesmo envenenamento em niveis elevados, e é altamente inflamavel. Dadas
estas circunstancias, 0 monitoramento da concentragéo do etanol volatilizado no ar é
de extrema importancia (CAl et al., 1997; PONCE et al., 2015).

A deteccdo de compostos quimicos volateis por intermédio de sensores é uma
das areas da ciéncia e da tecnologia que vem sendo mais intensamente investigadas,
devido a importancia, variedade e potencialidade de aplicacbes em diversas areas.
Para a deteccdo de compostos volateis organicos (VOC) difundidos em meio gasoso
em pequenas porc¢des, na ordem de ppm, € necessaria a utilizacdo de um sensor
altamente sensivel. Neste sentido, o desenvolvimento de biossensores, baseados em
microcantilevers (UC), tem se mostrado uma solucao eficiente para estas aplicacoes
(MANAI et al., 2014; STEFFENS et al., 2012).
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Um biossensor é um sensor que, quando exposto a um tipo particular de
substancia (a substancia a analisar — analito alvo), transforma uma informacéo
quimica, por exemplo, como a polaridade ou a diferenca de concentracdo, em um sinal
analiticamente mensuravel, tal como resisténcia elétrica, condutividade, diferenca de
potencial, frequéncia de ressonancia, entre outros. Esta transformacgéo € chamada de
transducéo de sinal e é de importancia central para o funcionamento de qualquer
sensor e/ou biossensor (OLIVEIRA et al., 2013; STEFFENS et al., 2012; STEFFENS
et al., 2014).

Entre os dispositivos disponiveis no mercado, 0s quais sao capazes de detectar
com seletividade e precisdo quantidades muito pequenas (poucas moléculas, ppm)
do analito dispersas em meio gasoso, observa-se que 0s biossensores piezoelétricos,
antenogramas e 0s obtidos por técnicas de AFM com uC funcionalizado com
polianilina (PANI) (STEFFENS et al., 2014) s&o os mais utilizados para realizar esta
mensuracado e deteccdo (FAEGH; JALILI; SRIDHAR, 2015; IMAMURA; SHIBA,;
YOSHIKAWA, 2016; MENDOZA-MADRIGAL et al., 2013).

A antenografia € uma metodologia que utiliza as antenas de um inseto como
um biossensor na identificacdo de moléculas eletroativas para o inseto. A antena ou
até mesmo a propria cabeca do inseto é fixada entre dois eletrodos por intermédio de
um gel condutor. Ao receber um estimulo quimico ao qual tenha sensibilidade, é
registrada uma variacéo no potencial elétrico entre as extremidades da antena, gerado
pelo movimento de ions por intermédio do sistema condutor formado pela membrana
neuronal. Esta técnica tem alta resolucao e sensibilidade para andlise de misturas
complexas obtidas diretamente de insetos ou de plantas. Alguns cuidados sao
necessarios para a realizacdo de tais medidas, como por exemplo, é necessario um
fluxo de ar umedecido continuamente para evitar a desidratacdo da antena, o curto
periodo de tempo de vida para os ensaios € um fator limitante (em torno de 20
minutos), bem como a dificuldade para remover e fixar a antena no equipamento
(MORAES et al., 2008; SCHOTT et al., 2013).

Sensores baseados em sistemas piezoelétricos sao dispositivos que tém sido
amplamente investigados como plataformas de biossensores, devido ao fato de
apresentarem uma alta sensibilidade. Este dispositivo comporta-se como um
ressonador mecanico e a sua variacdo da frequéncia de ressonancia (Hz) € utilizada
como sinal de deteccado. O principio de funcionamento desses dispositivos baseia-se

na alteracdo da frequéncia de ressonancia em uma membrana piezoelétrica causada
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pela carga de massa introduzida com a reacao entre as espécies alvo e o elemento
de deteccdo imobilizado sobre a superficie da plataforma do sensor, tendo como
principal vantagem a utilizacdo em meio liquido ndo transparente, com resolucéo
menor que um PC convencional funcionalizado, e desempenho similar (BAUSELLS,
2015; LU etal., 2012).

Biossensores de ressonancia consistem em uma haste de silicio micro
fabricada. A tecnologia empregada nos biossensores de PC é uma técnica de
deteccdo com sensibilidade extremamente alta (podendo chegar a ppt) e com amplas
aplicacbes na fisica, quimica e biologia. Devido as suas dimensfes reduzidas e
caracteristicas fisicas, estes biossensores tém sensibilidade sem precedentes para a
deteccdo de analitos biolégicos (BUCHAPUDI et al., 2011; FAEGH et al., 2015).
Margarido e colaboradores (MARGARIDO et al., 2014) apresentaram o0
desenvolvimento de um biossensor com uC utilizando a enzima Alcool
Desidrogenase, para detec¢do de etanol, utilizando para isso um microscépio de forca
atdmica. Os biossensores de uC tém varias vantagens sobre outras tecnologias de
sensores, incluindo o rapido periodo de tempo de resposta na ordem de
milissegundos, a possibilidade de matrizes de sensores com pequenas dimensodes
gerais, capacidade de explorar microambientes, e a portabilidade, a qual pode ser
projetada para aplicacbes em campo. A adsorcdo de moléculas na superficie do pC
ou mudancas extremas no ambiente, como por exemplo, densidade e viscosidade,

sao fatores que alteram sua frequéncia de ressonancia (BUCHAPUDI et al., 2011).

1.2 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um biossensor
de pC funcionalizado com enzima Alcool Desidrogenase sendo sua funcionalidade
para a detec¢ao de alcoois de cadeia curta (Metanol, Etanol e Propanol) em condigbes
ambiente com alto grau de precisao (erro de leitura < 0,01%) monitorada por

intermédio da variacdo da frequéncia de ressonancia por meio de um AFM.
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1.3 Objetivos Especificos

Para a obtencdo de um biossensor capaz de operar em condi¢cdes ambiente,
varios requisitos foram analisados, como se segue:

e Desenvolver um biossensor de pC funcionalizado com a enzima Alcool
Desidrogenase para deteccao de vapor de alcoois de cadeia curta em
condi¢gbes ambiente;

e Avaliar o biossensor, utilizando técnicas de analise de superficie;

e Detectar compostos especificos com alto grau de precisao;

e Monitorar por intermédio da variacdo da frequéncia de ressonéancia por
meio de um AFM.

1.3.1 Biomolécula de reconhecimento

Dentre as varias opc¢des comerciais foi escolhida a enzima Alcool
Desidrogenase (Sigma Aldrich A7011). Para sua aplicagcdo como biomolécula de
reconhecimento foi necessario confirmar experimentalmente algumas condicdes:

e Verificar a atividade da enzima por intermédio de espectroscopia UV-
Visivel;

e Identificar quais 0s reagentes necessarios para que a enzima seja ativa;

e Averiguar a capacidade da enzima de reconhecer o analito alvo em
ambiente ndo aquoso;

e Estabelecer o mecanismo de ligacao da enzima ao biossensor, sem que
comprometa a atividade;

¢ Identificar as condi¢cOes ideais para a atividade da enzima, como pH,

temperatura, umidade e concentragéo do analito alvo.
1.3.2 Biossensor de Microcantilever

Existem disponiveis no mercado uma infinidade de marcas e modelos de
microcantilevers utilizados para diferentes aplicagées e condi¢des. Para identificar a

melhor op¢ao de uC, alguns requisitos foram analisados:
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Avaliar a resposta da frequéncia de ressonancia dos biossensores de
HC variando-se as condicfes de umidade relativa UR(%), temperatura e
compostos organicos volateis (VOC);

Verificar a forma de oxidacdo necessaria e suficiente para realizar a
ativacdo (modificacdo quimica) da superficie do uC para acoplar a
biomolécula;

Avaliar a sensibilidade em diferentes condi¢cfes de funcionalizacéo;
Determinar o limite detectavel de diferentes compostos organicos
volateis (VOCs), em condicbes ambiente — temperatura de 25°C e
umidade relativa de 50%.

Avaliar a sensitividade, repetitividade, reversibilidade, periodo de tempo

de resposta, durabilidade e o limite de deteccéo dos biossensores.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresentara a revisao bibliografica, que cobrird os conceitos basicos para o
entendimento do trabalho executado, e o desenvolvimento de um biossensor, ressaltando
aspectos relacionados a ativacdo de microcantilevers e possiveis configuracdes para

imobilizagdo de biomoléculas na superficie ativada.

2.1 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM do inglés, Atomic Force Microscopy) €
uma metodologia derivada da familia do SPM, (do inglés, Scanning Probe Microscopy)
que consiste na varredura de uma sonda sobre uma superficie. Tal técnica vem
proporcionando grandes conquistas em nanociéncia e nanotecnologia, destacando-
Se por ser uma técnica que permite mapear a topografia de uma amostra condutora,
semicondutora e isolante, bem como moléculas bioldgicas em solucdo, desde a escala
micrométrica até a atbmica (SINGAMANENI et al., 2008).

Muitas técnicas foram derivadas da AFM, aproveitando-se de interacdes locais
entre uma ponta de um pC a superficie do material a ser analisado (Figura 1). No
entanto, microcantilevers funcionalizados ou ndo também podem ser utilizados para
aplicacoes de deteccdo, chamados micro-sensores; esses apresentam extrema
sensibilidade para a deteccdo de vapores quimicos ou adsor¢cédo de moléculas. Apos
a adsorcao a superficie do pC, as moléculas ligadas podem causar deformacdo no
microcantilever, assim, tais processos fisicos, bioquimicos ou quimicos sé&o

diretamente traduzidos em um movimento nano-mecanico (LANG et al., 2002).
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O principio basico do AFM consiste no emprego de uma haste (microcantilever)
com uma agulha (tip) de um lado e uma parte refletiva na outra face. Normalmente a
haste do uC recebe uma fina camada de ouro, aluminio e outros materiais para
aumentar a reflexdo do laser para um fotodetector de quatro quadrantes (Figura 2). O
feixe refletido atinge uma posicéo sensivel do fotodetector, onde a distancia percorrida
é proporcional a deflexao da haste. Dessa forma, pode-se também estipular a deflexao
com grande precisao por intermédio de interferometria da reflexado da haste (RAITERI;

GRATTAROLA; BERGER, 2002).

Figura 1 — Principais aplica¢cbes da microscopia de for¢ca atdmica, adaptado de (LANG
et al., 2002).
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Ao tocar a superficie da amostra, ocorre a deflexdo do uC monitorada pelo
sistema de detecgdo com sensibilidade suficiente para medir as forgcas de interacéo
entre os atomos da ponta do pC (tip) com a superficie a ser mapeada. Um sistema de
realimentacdo ajusta a distancia entre a ponta do pC (tip) e a superficie da amostra
de forma que a forga aplicada seja sempre constante. Todo o processo € monitorado
por um computador que armazena as informacfes de for¢a, e conhecidas as
caracteristicas fisicas do microcantilever, é possivel a conversao do sinal obtido em
uma imagem (HERRMANN et al., 2006).

2.1.1 Microcantilever utilizado como Biossensor na Microscopia de Forca

Atdmica

Uma nova metodologia de construcdo de biossensores consiste na resposta
mecanica de uma micro haste de silicio, chamado microcantilever, que pode ser
classificada como uma técnica derivada das aplicaces em AFM.

A capacidade dos microcantilevers usados em AFM, em mudar a frequéncia
vibracional ou sofrer deflexdo devido a adsor¢cdo de moléculas sobre sua superficie,
0s torna excelentes transdutores que podem atuar como sensores quimicos, fisicos
ou biolégicos (LI, X.; LEE, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; STEFFENS et al., 2012;
STEFFENS et al., 2014).

Véarios métodos para a deteccdo da deflexdo do pC com resolucdo de
angstrons sdo conhecidos, dentre eles os métodos 6ticos e elétricos, que podem ser
considerados Uteis na detec¢cdo do movimento de biossensores de microcantilever. O
método 6tico é o mais utilizado, pois a luz visivel que parte de um diodo laser de baixa
poténcia e é focada na ponta do pC que atua como um espelho (Figura 2). O feixe
refletido atinge uma posicéo sensivel de um fotodetector, onde a distancia percorrida
do feixe sobre o detector é proporcional a deflexdo da haste. Dessa forma, pode-se
também estipular a deflexdo com grande precisédo por intermédio de interferometria
da reflexdo da haste (RAITERI et al., 2002).
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Figura 2 - Método de deteccao da deflexdo otica. A deflexdo do uC é detectada
utilizando um feixe de laser, que é refletido pela superficie do microcantilever. Z, F, h,
| e w sdo respectivamente o comprimento da haste, forca detectada, espessura,
comprimento e largura do uC respectivamente (STEFFENS et al., 2012).
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A constante de mola “k” do uC, traduz a rigidez da haste, ou seja, representa
uma medida de sua dureza, e € estritamente dependente a sua geometria e
material, para microcantilevers retangulares pode ser calculado de acordo com a

Equacéo 1:
.Equagéo 1
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onde k é a constante de mola do puC (N/m), E € o modulo de Young (Esi=1.3 *
10 N*m~2 e ESisN4 = 3 * 10! N*m?), | é o comprimento, h a espessura (m) e w a
largura (m) (IMAMURA et al., 2016; SINGAMANENI et al., 2008).

Devido a elevada especificidade de determinadas biomoléculas (anticorpos,
enzimas, DNA, etc.) ha um grande interesse no desenvolvimento de biossensores por
meio da transducdo com microcantilever. Estes biossensores apresentam em relacao
aos demais métodos de transducgédo, alta sensibilidade, procedimento de deteccéo
simples, necessidade de utilizagdo de baixas concentracdes de analito e resposta
rapida (HANSEN; THUNDAT, 2005).

Devido a estes fatos, os biossensores micromecéanicos tem a funcao de

detectar e verificar de forma qualitativa e/ou quantitativa a interacdo que ocorre de
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uma dada molécula ou composto quimico em tempo real e de forma continua num
meio de interesse.

Neste trabalho, foram utilizados dois modelos mais basicos de microcantilevers
distintos para deteccéo e aplicacdo, o de modo estatico e o de modo dinamico. O
modo estatico permite a andlise do pC em diferentes condigdes ambientais por medir
mudancas de tensdo de superficie por intermédio da deflexdo. Alteragbes na tenséo
superficial sdo resultantes da adsorcdo ou das interacdes eletrostaticas entre
moléculas sobre a superficie do microcantilever, bem como alteracbes na
hidrofobicidade de superficie e mudancgas conformacionais nas moléculas adsorvidas.
Ja no modo dindmico, monitoram-se variagdes na frequéncia de ressonancia dos
microcantilevers, que podem indicar alteracées na constante de mola k ou adsorcdo
de massa. O modo de operacdo dindmico € o mais apropriado para utilizacdo em
biossensor de uC para a detec¢ao do analito em meio gasoso, pois permite a deteccao
de pequenas alteracfes de massa resultante de adsor¢ao ou dessor¢cdo de moléculas
(SANG et al., 2014; VASHIST, 2007).

Embora o campo de biossensores micromecanicos esteja crescendo
rapidamente, um dos desafios chave é a integracdo entre os componentes bioldgicos
e nao biologicos (funcionalizagédo). Esta etapa, ou seja, a etapa de funcionalizacéo é
considerada critica, uma vez que 0s componentes bioldégicos podem perder a
funcionalidade natural quando imobilizados sobre a superficie do microcantilever. A
hibridizacdo de DNA (HANSEN; THUNDAT, 2005) e o reconhecimento especifico
antigeno-anticorpo (GROGAN et al., 2002) sdo alguns exemplos de aplicacdo dos
biossensores baseados em microcantilevers.

A funcionalizacdo pode ser realizada por intermédio da imersdo do pC nos
reagentes para modificagcdo quimica, cobrindo-se ambas as faces proporcionando
aumento na area de contato e, consequentemente, uma melhora na sensitividade.
Microcantilevers podem ser funcionalizados com diversos materiais sensiveis tais
como, metais, polimeros, enzimas, entre outros. O revestimento sensivel pode
interagir com analitos especificos que adsorvam ou se ligam por afinidade quimica.
Com isso o uC se torna um biossensor seletivo e sensivel, que responde a substancias
especificas ou a grupos de substancias. A interacdo entre o analito e a camada
sensitiva pode ser reversivel ou irreversivel. No caso reversivel, o analito interage com
a camada sensitiva, produzindo uma resposta e, quando as moléculas sdo removidas,

0 biossensor retorna ao seu estado original. No caso irreversivel, o analito sofre uma
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reacdo quimica na camada sensitiva e € consumido no processo de detec¢éo, embora
0 numero de moléculas de reacdo seja muitas vezes uma pequena proporcao do
namero total presente na amostra. Avancos na biotecnologia tornaram possivel o
desenvolvimento de biomoléculas para a funcionalizacéo de superficies, permitindo a
deteccdo seletiva de compostos quimicos, com repetitividade e reprodutibilidade
(THUNDAT et al., 2003).

Melhorias recentes no design e no desenvolvimento dos biossensores de
microcantilevers os tornaram capazes de detectar deflexbes mecanicas muito
pequenas ao se ligar ou adsorver alguma substancia. Por exemplo, uma constante de
mola de um pC da ordem de 102 a 40 N/m, permite a deteccéo de forcas de magnitude
muito pequenas (102 a 10°N) (THUNDAT et al., 2003). E interessante apontar,
apenas como base para comparacdo, que a forca necessaria para quebrar uma
ligacdo de hidrogénio é da ordem de 101°N (SCHALLER; BOSSET,; ESCHER, 1998).
A Figura 3, mostra as mudancas que ocorrem no sensor de pC quando a sua
superficie funcionalizada (camada sensitiva) € exposta a um analito alvo (MANAI et
al., 2014; WANG, C. et al., 2007).

Figura 3 —Interaces biomoleculares especificas entre a molécula alvo e os receptores
(imobilizados na superficie do microcantilever). Em (a) analisado em modo dinamico,
onde a adsorcdo das moléculas em ambas superficies provoca uma alteragcdo na
frequéncia de ressonancia e em (b) o modo estéatico, onde a adsor¢cdo em apenas uma
das superficies provoca uma flexdo no uC (STEFFENS et al., 2012).

(a) Modo dinamico (b) Modo estatico
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Biossensores tradicionais (JIN et al., 2009) (microbalanca de cristal de quartzo,

dispositivos de onda acustica de superficie e biossensores de ressonéncia de plasma)
tendem a se degradarem em desempenho com a utilizagdo. Como muitos dispositivos,
0 biossensor pode adsorver uma quantidade de substancia alvo que esta sendo
medida e para a maioria dos produtos comerciais este problema é contornado com o

emprego de laminas descartaveis. No desenvolvimento de biossensores, existem
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duas limita¢des principais a serem consideradas. A primeira limitacao é a instabilidade
do componente biologico de deteccdo (enzima, anticorpo, etc.), que pode perder a
sua atividade em horas ou dias, dependendo da natureza da molécula e a exposi¢cao
a variacbes ambientais, tais como temperatura, umidade e principalmente pH. A
segunda limitacdo € o tamanho dos transdutores fisico-quimicos a serem utilizados
em biossensores. No caso dos biossensores de microcantilever, a detecgcdo de um
analito especifico requer a imobilizacdo de uma molécula de reconhecimento com
capacidade de reconhecer outra molécula ou composto, tal como um anticorpo ou
uma molécula receptora na superficie do biossensor, e esse fato proporciona
mudancas nas caracteristicas da superficie do microcantilever. Elucidar os
mecanismos de como as reacdes biolégicas produzam essas mudancas é
fundamental para varios processos fisiologicos (WANG, C. et al., 2007).

Embora as variagbes de tensdo superficial e de frequéncia possam ser
utilizadas de forma independente em aplica¢cdes nos sensores, a analise das mesmas
pode ser realizada com a utilizacdo dos biossensores de microcantilever, o que 0s
torna mais versateis na deteccdo e com maior sensitividade do que tecnologias
concorrentes como a microbalanca de cristal de quartzo (JIN et al., 2009), dispositivos
de onda acustica de superficie (DATAR et al., 2009) e biossensores de ressonancia
de plasma (MANERA et al., 2007).

A adsorcao de moléculas na superficie do pC resulta na variacédo da frequéncia
de ressonancia da haste. A frequéncia de ressonancia “f” (KHz) de um pC varia
sensivelmente com a fungdo de carregamento de massa “Am”, de acordo com a

Equacéo 2:

Equacgéo 2
1 ’ k
f T om Mes+aldm [2]

onde k € a constante de mola do uC (N/m), m.; € a massa (g) efetiva do uC e

a é uma constante numérica. O aumento da area de superficie de um pC leva a uma
maior massa adsorvida e maior sensibilidade de deteccdo. A deteccao de massa por
meio da medida da variagdo da frequéncia de ressonancia do uC é a forma mais
adequada para analises em meios gasosos ou em pressodes efetiva negativa (DATAR
et al.,, 2009). Para essa aplicacdo, biossensores de pC foram fabricados e
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caracterizados com a capacidade de deteccdo de massas da ordem de poucas
centenas de picogramas com menos de 0,5% de incerteza relativa (LI, L., 2011).

2.1.2 Modos de deteccdo no microscopio de forca atdbmica (AFM)

Microcantilevers sdo sondas mecanicas com formato especial para medir
forcas muito pequenas, com o intuito de obtencao do relevo de uma amostra em modo
nao contato (NC), contato intermitente com modulacdo de forca ou contato
(ALBRECHT et al., 1990).

Como dito anteriormente, a interacdo da superficie funcionalizada com um
analito alvo pode proporcionar uma alteragéo na frequéncia de ressonancia, sendo
esta medida conhecida como modo dindmico. Ja no chamado modo estatico, a haste
do pC é revestida em somente uma das faces e pode sofrer uma flexdo quando em
exposicdo a uma substancia alvo. Esta alteracdo é causada por variacdes na tensao
da superficie, devido a interacdo do analito com o revestimento do biossensor
(BERGER et al., 1998).

A camada bioativa seletiva proporciona sitios de ligacdo especificos para
analisar a substancia alvo de interesse, tais como moléculas, proteinas e células. O
transdutor transforma o sinal da tenséo de superficie induzida pela interacao entre os
analitos e a camada bioativa em outro sinal que pode ser medido e quantificado com
mais facilidade por meio fisico-quimico, oOptico, piezoelétrico, eletroquimico, entre
outros (SANG; WITTE, 2010).

Uma das primeiras aplicacbes do pC como sensor, foi como uma balanca
sensivel para medi¢cdes de massa, atuando como um micro ressonador (modo
dinamico) e atingindo resolucées na ordem de 1012 gramas. Dispositivos comerciais
de microbalanca de quartzo possuem resolucdo na ordem de até nanogramas.
Utilizando microcantilevers da ordem de 10um de comprimento, atingiu-se elevados
graus de sensibilidades da ordem de sub-attogram, permitindo a deteccdo de
particulas de virus individuais com massa na ordem de fentograma (GUPTA; AKIN;
BASHIR, 2004).

Em microbiologia, microcantilevers tém sido aplicados como micro balanca em
modo dindmico para detecgcdo de bactérias e particulas de virus, suspensas em
pressao efetiva negativa ou ar seco (GUPTA et al., 2004; ILIC et al., 2001).
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2.1.3 Fator Qualidade (Q)

O fator qualidade (Q) é o fator que determina a resolucao de leitura do AFM e
depende dos mecanismos de amortecimento presentes no UC ou no meio fisico. Para
0os microcantilevers de modo NC operados no ar, Q é tipicamente da ordem de
algumas centenas, mas pode chegar a centenas de milhares em pressdo efetiva
negativa e a baixas temperaturas, onde o0s ruidos sd0 minimizados
(WIESENDANGER, 1994). A otimizacao de microcantilevers, possibilitou um aumento
do fator Q para valores tao elevados como 10.000. A operacao em frequéncias altas,
da ordem de 1,5 MHz permite uma resolucdo de massa teérica de cerca de 20 ag/Hz
(FINOT; PASSIAN; THUNDAT, 2008).

O fator Q tende a infinito quando o amortecimento sobre a haste € minimo, e
esse amortecimento pode ser ocasionado pelas particulas presentes no ambiente
(meio mais denso), pressao e temperatura. O fator Q pode ser calculado a partir da
Equacéo 3:

Equacédo 3

Q== [3]

onde wg (Hz) é a frequéncia de ressonancia de um oscilador amortecido, c é a
constante de amortecimento e m é a massa (g) do oscilador. Aumentando-se o fator
Q aumenta-se a sensibilidade das medicdes e valores na faixa de 100-1.000 séo
tipicos para essas medidas (Springer Handbook of Nanotechnology (Book), 2004).

O fator Q é também considerado a medida da largura da curva de ressonancia
e pode ser calculado dividindo-se o pico da frequéncia de ressonancia w (Hz) pela
largura & metade da poténcia maxima (r) (Figura 4 (A)). O fator Q aumenta quanto
mais agudo é o pico de ressonancia (Figura 4 (B)), o que também aumenta a precisao
da leitura (BRUKER, 2009).

Equacéo 4

Q=7 [4]
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Figura 4 — (A) Fator Q em funcéo da poténcia/media a meia altura e (B) comportamento do
grafico em funcéo dos valores de Fator Q, adaptado de (BRUKER, 2009).
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Em modo dindmico, uma pequena alteracdo na massa do uC (Am) provoca
alteracdo na frequéncia de ressonancia, que pode ser calculada por intermédio da
Equacéo 5:

Equacéo 5

onde k é a constante de mola do uC (N/m), fo e f1 sdo as frequéncias de
ressonancia inicial e apos adsorcao de massa (Hz), respectivamente. O uC é calibrado
para obter a constante de mola (k) e frequéncia de ressonancia e o fator Q antes da
adicdo de massa. A frequéncia de ressonancia e o fator Q sédo obtidos pelo ajuste dos
dados dos espectros de vibracdo para a resposta da amplitude, comparado com um
oscilador harménico simples (BOWEN et al., 2010; SADER; CHON; MULVANEY,
1999).

Quando ocorre adsorcao na superficie de um microcantilever, a frequéncia de
ressonancia ird mudar de acordo com a lei de Hooke, que pode ser expressa pela
Equacéo 6:

Equacéo 6

Af  Am
fo Mef

[6]

onde A, € a massa adsorvida, que € muito menor que a massa efetiva m,s do
microcantilever, Af e fo séo a variacéo da frequéncia de ressonancia apos a adsorcao
de massa e frequéncia de ressonancia original, respectivamente (ONO et al., 2003).

A adsorcao minima de massa detectavel Am,,;,, € dependente da alteracao

minima detectavel da fase do sistema de ressonancia A#@,,;, (valor fixo, onde o ruido
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térmico e eletrénico do circuito de realimentacdo do AFM é levado em conta) que pode
ser expresso pela Equacéo 7:

Equacéo 7

ABmin
Arn'min = Q m, f [7]

O fator Q domina a resolugcao de deteccédo de massa, onde o ar e a umidade
sao fatores dominantes na determinacdo do fator Q. Diminuindo o amortecimento
causado pelo ar pode melhorar significativamente o valor de Q e, desse modo,
melhorar a resolucdo de deteccdo de massa do pPC ressonante. Aparentemente,
diminuindo as dimensdes do pC pode diminuir o efeito de amortecimento do ar.
Infelizmente, € bastante dificil diminuir muito a dimensao do microcantilever, porque
uma area de superficie minima é necessaria para capturar especificamente os analitos
alvos, que sdo de dimensdo nanométrica. Alternativamente, estudos tedricos e
experimentais ambos indicaram que a utilizagcdo de modos de ressonancia de ordem
superior podem efetivamente aumentar o fator Q e a resolucdo de deteccao de massa
(LI, X.; LEE, 2012).

Em medicdes das frequéncias de ressonancia e os fatores de qualidade Q =5,
10, e 50 a partir da curva de ressonancia das amplitudes, por exemplo, 0s erros
processuais sdo -1 %, -0,25 % e -0,01 % (ATAVIN; KURANOV; KHUDYAKOQV, 2003).

2.1.4 Biossensores por deteccéo de tensao superficial

Biossensores baseados em tenséo superficial tem um imenso potencial, pois
utilizam o balanco de carga de energia livre e oferecem uma plataforma universal para
deteccdo quimica e biologica (SATYANARAYANA; MCCORMICK; MAJUMDAR,
2006). Esta metodologia apresenta como vantagens: o periodo de tempo de resposta
curto (ordem de milissegundos) e uma sensibilidade tipica em nanograma (10 g),
mililitro (10-2 1), femtojoule (107" joules) e nivel attomolar (10-1® moles por litro) (SANG
et al., 2014).

Microcantilevers funcionalizados em apenas uma das faces e micromembranas
sdo os dois meios mais comumente utilizados para a producdo de biossensores
baseados em tensao superficial (SANG; WITTE, 2010; SANG et al., 2014; TSOUTI
et al., 2010; YIN et al., 2013).
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A tensao superficial surge a partir da ligagdo quimica entre atomos na superficie
ou quando filmes finos passam por algum processo micro estrutural dinamico,
resultando em uma mudanca na densidade. Se a for¢as de ligacdo entre os atomos
superficiais sdo mais fortes do que entre os atomos de sub-superficie, uma tenséo de
superficie € gerada pelas forcas de atracao entre estes atomos, resultando em uma
curvatura concava (SANG et al., 2014).

A deformacdo do puC € quadratica ao comprimento para uma pequena e
uniforme deflexdo (Figura 5). A mudanca na tenséo superficial € constante ao longo
da area de superficie ativa e independe da largura. Portanto, hastes longas séo
geralmente preferidas (ZIMMERMANN et al., 2008). Microcantilevers de silicio sdo
mais rigidos do que os de nitreto de silicio devido a formacéo cristalina, pois esses
ultimos podem ser fabricados com constantes de mola suficientemente baixas para
aplicacOes de deteccao de bioquimicos (DRELICH; TORMOEN; BEACH, 2004).

Contrariamente a atracdo, quando os atomos de superficie repelem um ao
outro por interacdes inter ou intra moleculares, alteracdes de temperatura ou de
transicdo de fase em uma superficie, uma tensdo de compressao pode ser induzida

na superficie, resultando em uma curvatura convexa (Figura 5) (GODIN et al., 2004).

Figura 5 —Em (A), tenséo de tracdo de superficie (tensédo de superficie positiva)
contrai a area de uma placa finainduzindo uma curvatura céncava. Em (B), a tensédo
de compresséao de superficie (tensao superficial negativa) expande a superficie
superior de uma placa fina induzindo uma curvatura convexa. Adaptado de (GODIN et
al., 2004).
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No modo de deflexdo estatico, a diferenca entre a superficie funcionalizada em
apenas um dos lados do puC (lado ativo) e a superficie ndo funcionalizada (lado
passivo) causa uma mudanca na tensdo da superficie, ocasionando a deflexdo do
microcantilever. A relacdo tedrica entre a resposta do pC (zmax) e a diferenca da
tensao entre as superficies ativa e passiva pode ser obtida com a equagao de Stoney’s
(BAUSELLS, 2015; IMAMURA et al., 2016; SINGAMANENI et al., 2008).

Equacéo 8

312(1-v)

A=
z Et?

Ao (8]
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onde v é razdo de Poisson (v = 0,24 para um pC retangular) e Ac € a tensdo na
superficie induzida pelo analito (Ao lado ativo - Ao lado passivo (N/m)), E € o modulo
de Young (Esi = 1.3 x 10 N*m~2 para Si(100)), | € o comprimento e t a espessura (m).
Esta relacéo é valida somente para filmes finos (20% da espessura do microcantilever)
(IMAMURA et al., 2016; SINGAMANENI et al., 2008).

A tenséo de superficie também existe entre as moléculas, as células biologicas
e alguns materiais funcionais especiais, que podem ser utilizados nos biossensores
para a pesquisa biologica e médica. Quando ocorrem reacdes bioquimicas na
superficie dos biossensores baseados em tensdo superficial, mudancas nas forcas
intermoleculares podem criar uma tensao que altera mecanicamente a curvatura do
elemento de deteccdo. A gama de tensao superficial em tais reacdes foi relatada como
sendo de 5 mJ/ m? a 50 mJ / m? (YUE et al., 2004) ou elevada como 900 mJ / m?
(MARIE et al., 2002).

2.2 Imobilizacdo de biomoléculas na superficie de um

microcantilever

A imobilizacdo de biomoléculas confinadas a uma superficie oferece varias
caracteristicas importantes para o desenvolvimento do dispositivo. Quando uma
biomolécula é imobilizada, pode ser facilmente separada da mistura de reacdo e
reutilizada. Métodos para a imobilizagdo de biomoléculas, em superficies, podem ser
vistos como variantes com as quais estdo diretamente relacionadas aos métodos
classicos, que sao utilizadas para preparar as superficies sob a designagédo genérica
de "quimicamente modificados", como ligagdes em monocamadas auto organizadas
(SAM - Self Assemby Monolayer), ligagcbes cruzadas, adsorcao entre outras (LOJOU,;
BIANCO, 2006).

Vérias metodologias para imobilizacdo estdo disponiveis para acoplar uma
biomolécula a superficie de um microcantilever, entretanto, um pré-tratamento dessa
superficie € necessaria para que a imobilizacdo ocorra satisfatoriamente, como se

segue.
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2.2.1 Limpeza e oxidacao dos microcantilevers

O processo de funcionalizagao inicia-se com a ativacdo ou modificagdo quimica
da superficie dos microcantilevers, os quais devem ser meticulosamente lavados para
remover contaminantes metalicos e organicos, além de proporcionar a oxidacao da
superficie (OLIVEIRA et al., 2013). Os microcantilevers de Si (100) puro sdo mais
resistentes a oxidacado, por este motivo o periodo de tempo de exposicdo deve ser
maior. Este procedimento de limpeza deve ser realizado com precaucdo, pois
somente com a oxidacdo correta da superficie sera possibilitada a ocorréncia da
ligacdo dos demais reagentes e formacéo da camada funcional. Imediatamente ap6s
0 processo de limpeza e oxidacdo, os microcantilevers devem passar pelo processo
de ativacdo e modificacdo da superficie (ACRES et al., 2012; RASTEGAR et al.,
2013).

2.2.2 Ativacao da superficie do microcantilever

A modificacdo quimica ou ativacdo das superficies de microcantilevers para a
ligacdo de biomoléculas, comumente sdo realizadas por intermédio de silanos como
o reagente APTES ((3-Aminopropyl)triethoxysilane) e alkitiois como o 11-Amino-1-
undecanethiol hydrochloride (TIOL). Dependendo do material encontrado na
superficie utilizam-se metodologias diferentes para a modificagcdo quimica da mesma.

Abaixo segue alguns processos de ativacao de superficie, discutidos a seguir.
2.2.2.1 Ativagao por APTES

A ativacdo pode ser realizada diretamente no microcantilever, por meio de
vaporizagao ou imersdo de APTES. Nesse processo, a formacéo de compostos de
silano em monocamadas (SAM) ocorrera por intermédio da ligagéo de grupos silanol
(Si-OH) dispostos na superficie do pC oxidado com grupos silanol ativos do reagente
APTES. A formacao de grupos silanol no reagente APTES é proveniente do processo
de hidrélise quimica dos grupos terminais etoxi desse composto quando na presenca
de solventes organicos. Dessa forma, a extremidade NH2 do APTES permanecera
livre permitindo a adesao de moléculas por biocompatibilidade, carga, hidrofilicidade

ou hidrofobicidade superficial. O silano amino-funcionalizado, pode formar ligacdes



Capitulo 2 - Reviséo Bibliografica 41

covalentes entre seu grupo amino e demais reagentes, como: (glutaraldeido (GLD)
reacdo mediada) ou grupos carboxila (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]-carbodiimida
(EDC) mediada por reticulacéo) de biomoléculas (VASHIST, S. K. et al., 2014).

A ativacéo superficial de APTES solubilizado em tolueno anidro é aplicada em
UC de Si sendo capaz de produzir uma monocamada na superficie do silicio de 0,7
nm quando a reagdo for mantida no maximo por uma hora. O periodo de tempo 6timo
de reacdo é de até 20 min, apesar de a reacao ocorrer parcialmente na superficie,
acima deste periodo de tempo a superficie de silicio terminado por silanol sofre uma
reacdo de polimerizacéo de ligagdo cruzada das moléculas de APTES (Figura 7). O
tolueno € o solvente mais indicado para utilizagcdo com o APTES, pois ndo interage
guimicamente com o silicio oxidado e conta com a vantagem da rapida evaporacgao
sem deixar residuos (ACRES et al., 2012).

Segundo Wang (WANG, L. et al., 2006) a concentracdo de APTES em tolueno
anidro para a formagdo de uma camada uniforme deve estar entre 1% a 10% e a
concentracdo de 2% é considerada como 6tima para a ativacao.

A ativacdo de superficies de pC de SisNa com APTES séo realizadas com
sucesso por intermédio da vaporizacdo de 40uL de APTES puro na presenca de 40uL
de trietilamina em ambiente isento de oxigénio, pelo periodo de 40 minutos (Figura 6)
(OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos relataram que as monocamadas de APTES contem entre 2.1 a 4.2
grupamentos de amina por nanémetro quadrado (RATHOR; PANDA, 2009; ZHAO et
al., 2006).

Figura 6 — Ligagdo do APTES na superficie de nitreto de silicio do microcantilever,
adaptado de (OLIVEIRA et al., 2013).
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Como pode ser visto na Figura 7, o tipo de solvente utilizado afeta fortemente
a densidade e a conformacgdo das camadas de APTES covalentemente ligado. O
reagente APTES forma internamente um ion dipolar em agua, e, por conseguinte,
solventes anidros (ou a seco) sdo usados para produzir uma monocamada de
deposicao uniforme. Nesta configuracdo, o grupo amina estd exposto a partir da
superficie de silicio, disponivel assim para a fase liquida ou gasosa e
consequentemente para posterior funcionalizacdo. A formacao de multiplas camadas
pode ocorrer quando as moléculas de APTES sé&o adsorvidas fisicamente umas as
outras sobre uma superficie ja ativada. Verificou-se que a ativacédo por APTES seca
ao ar ambiente forma uma ou duas ligacdes siloxano na superficie, enquanto que
curada ao calor (100 a 200 °C), o APTES tende a formar trés ligacdes de siloxano com

a superficie e também ajuda a remover o excesso de solvente (ACRES et al., 2012).

Figura 7 — Possiveis ligacdes do APTES com o Silicio, adaptado de Acres (ACRES et
al., 2012).
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O reagente APTES faz também uma étima ligagdo com ouro Au (111), mesmo
apos 1 més se mantem estavel sem fissuras ou descamacao (HERLEM et al., 2008).

2.2.2.2 Ativacéao por TIOL

TIOL (11-Amino-1-undecanethiol hydrochloride) e derivados de dissulfuretos
sao extensivamente utilizados em biossensores pois formam camadas unidirecionais
de alta-densidade devido a forte ligacdo em superficies de metais nobres como o ouro
(Au-S). O uC revestido de ouro € ativado ao ser imerso em uma solugao com TIOL, o
qual reage com os atomos metalicos, formando ligagées do tipo Au-S (no caso do
ouro) em camadas unidirecionais organizadas em alta densidade (Figura 8) (LOVE et
al., 2005).
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7 bY

O processo de ativacdo € similar & metodologia utilizada com o APTES;
consiste da limpeza, imersdo em solugdo com o TIOL, remocao de moléculas nédo

ligadas e processo de secagem (Figura 8).

Figura 8 — Processo de ativacdo dos microcantilevers por TIOL, adaptado de (BAIN;
EVALL; WHITESIDES, 1989; BENSEBAA et al., 1997; KAWASAKI; SATO; YOSHIMOTO,
2000; UOSAKI, 1999).
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A Figura 9 representa a imagem de uma superficie banhada a ouro ativada com
o TIOL. A distancia entre os terminais amina (NH2) entre moléculas do TIOL é de 0,5

nm, sendo igual a 3 vezes a distancia entre cada um dos atomos de ouro (0,29 nm).
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Figura 9 - Esquema das moléculas de tiol (marrom) adsorvidas no Au (111) (azul),
adaptado de (Yamada e Uosaki, 1997).

A deposicao de ouro na superficie do uC traz diversas desvantagens, como a
nucleacao de ilhas (OSKAM; SEARSON, 2000). Esta ultima, traz problemas com a
variacdo da temperatura devido aos diferentes coeficientes de dilatacdo que formam
uma tensao entre os metais, e também pela facilidade da adesdo de contaminantes,
principalmente orgéanicos. Por ser um material macio, o ouro também tem a
desvantagem de gerar um amortecimento na vibragdo do microcantilever, diminuindo
a frequéncia de ressonancia e consequentemente a sensibilidade do biossensor apos
a funcionalizacao.

Tanto na ativagdo com APTES quanto com TIOL, ndo existem garantias de que
a superficie ficara totalmente disponivel para a ligacao das biomoléculas. No caso do
APTES as moléculas desse composto podem se ligar a superficie em 5 orientacdes
diferentes (Figura 7), sendo que apenas em 3 o0s terminais amina (NH2) estdo
disponiveis para ligagdes subsequentes (Acres, R. et al., 2012). Para o caso do TIOL,
a deposicao de ouro na superficie do silicio tem varios problemas como a nucleacéo,
formacao de ilhas, contaminacdo, entre outros, que nao permitem a formacgéo da
monocamada de forma bem distribuida em toda superficie (OSKAM; SEARSON,
2000; PARK et al., 2009).

2.2.3 Ligacdo da Biomolécula a superficie
A ligacdo de biomoléculas a superficie do uC é realizada quimicamente por

meio de grupos funcionais do material biolégico (como grupamentos: —OH, -NH2, -

COOH, -SH) que nao sejam essenciais a sua atividade catalitica, com grupos
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disponiveis do TIOL ou APTES, sendo para isso necessario certo conhecimento da
estrutura da biomolécula. A ligacdo covalente geralmente envolve trés etapas:
ativacdo da superficie do sensor, acoplamento do elemento de reconhecimento e
remocado das moléculas fracamente ligadas por intermédio de limpeza (LOJOU,;
BIANCO, 2006).

Geralmente o grupo amina (NHz) da cadeia lateral do amino&cido lisina é o
meio de ligagdo comumente utilizado para a ligagcdo covalente entre a proteina
(enzima) e a superficie do microcantilever. Também podem ocorrer ligacbes com 0s
aminoécidos tirosina, triptofano, fenilalanina e cisteina; no entanto as cadeias laterais
da tirosina, triptofano e fenilalanina, geralmente estdo orientadas para dentro da
enzima, o que impossibilita o seu uso como agente de ligacdo (HAYAT, 1989).

Foi realizada experimentalmente uma busca detalhada na anatomia da enzima
para localizar todos os aminoacidos presentes na superficie passiveis de ligacbes
quimicas sem que provoquem a inativacdo ou bloqueio dos sitios ativos (Figura 10).
A ligacdo da enzima com o glutaraldeido ocorre pelos grupamentos do carbono E (CE)
dos residuos de lisina encontrados em grandes quantidades na superficie ou na
porcdo alfa-amino da biomolécula.

Como h& uma grande disponibilidade de residuos de lisina na superficie da
enzima Alcool Desidrogenase, € possivel estimar a quantidade minima de ligaces
desta com o agente bifuncional Glutaraldeido na superficie do uC (Figura 11). De
acordo com a andlise, os demais residuos de aminoacidos aromaticos estdo com os
anéis voltados para a parte interna da enzima, impossibilitando a ligagdo com agentes
externos (MARGARIDO et al., 2014).

Analisando uma regidio proxima a um dos sitios ativos da enzima Alcool
Desidrogenase (Figura 11) estimou-se que 0s terminais dos residuos de lisinas estéao
separados a uma distancia de 0,9 a 2,5nm, sendo a dimenséo total da enzima de 9,05
X 6,95nm. A densidade dos terminais da superficie ativada com APTES é de 2.1 a 4.2
terminais por nm? e a densidade em superficie ativada por TIOL é maior, com até 9
terminais por nm?2. Isto sugere que ao entrar em contato com a superficie ativada,
ocorrem varias ligagdes simultaneas entre a enzima Alcool Desidrogenase e as
moléculas de glutaraldeido ligadas aos terminais da ativacdo, dessa forma, tem-se

uma boa fixagao entre os componentes do sistema.
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Figura 10 - Enzima Alcool Desidrogenase, em (A) estrutura do aminodcido lisina, (B)
em cinza, residuo de lisina na superficie da enzima e (C) todos os 95 residuos de lisina
disponiveis na superficie da enzima (em amarelo), possibilitando diversas ligacfes
com o reagente bifuncional glutaraldeido.

(A)

Figura 11 — (A) Distancias em torno de 0,9 a 2,5nm dos terminais NH; dos residuos de
lisina em uma face da biomolécula. Em (B), encontram-se as dimensdes de uma
subunidade enzimatica (em torno de 9,05x6,95nm).

(A) (B)

Enzimas exibem estruturas flexiveis, onde os sitios ativos alteram a sua forma
de maneira continuada por intermédio de interacdes com o ligante (Figura 12). As
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos que formam os sitios ativos sofrem uma
reorientacdo de maneira a que suas posi¢cdes potencializem a acdo catalitica da
enzima. Os sitios ativos continuam a sofrer mudancas conformacionais até que o
ligante esteja completamente ligado e € neste momento em que a conformacao final
e as cargas sao determinadas (MOTTA, 2011; VASELLA; DAVIES; BOHM, 2002).



Capitulo 2 - Reviséo Bibliografica a7

Figura 12 — Modelo de encaixe induzido. A ligacdo do ligante S a enzima E induz uma
mudanca conformacional, adaptado de (MOTTA, 2011).
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A energia libertada quando um analito alvo é reconhecido pela enzima
transforma esta ultima em uma conformacao alternativa diferente que resulta na
realizacdo do trabalho real da conversao do analito alvo em produto. O relaxamento
conformacional é essencialmente o ato elementar de rea¢des enzimaticas, e a taxa
de transformacédo do produto do analito alvo € determinada pela taxa desta alteracéo
conformacional. Enquanto o relaxamento conformacional das enzimas ocorre a um
nivel microscopico, a escala de relaxamento pode ser expandida para um tamanho
macroscopico arranjando mondmeros de proteinas do citoesqueleto em fibrilas. Isto é
0 que se observa na contragdo muscular, no tecido nervoso, e durante a morfogénese.
Movimentos biomecéanicos sdo mostrados para ser um componente fundamental para

a diferenciacao e desenvolvimento de embribes (IGAMBERDIEV, 2012).

2.3 Diferentes configuracdes para imobilizagcdo da biomolécula

2.3.1 Ligagdo Covalente em Monocamadas (SAM)

A ligacéo covalente de biomoléculas a superficie do puC (Figura 13(A)) é de
grande interesse em biossensores e espera-se que ocorra por intermédio da formacéo
de monocamadas auto-organizadas (SAM) compostas por grupos terminais livres
como aminas ou agentes de ligagdo cruzada de fixacdo como o glutaraldeido (CHAKI,
VIJAYAMOHANAN, 2002).

A técnica de ligacdo covalente fornece uma imobilizacdo mais estavel, e é

amplamente aplicada. As técnicas de AFM, a analise de angulo de contato, a
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elipsometria e o XPS s&o as mais utilizadas para verificar a ligacdo covalente em
estrutura em monocamadas. (LOJOU; BIANCO, 2006; RASTEGAR et al., 2013).

2.3.2 Adsorgéo

A metodologia de adsorcao (Figura 13) ou ligacOes fracas entre as camadas
ocorre por intermédio de interacdes eletrostaticas, hidrofobas e hidréfilas (CHAKI,
VIJAYAMOHANAN, 2002).

A adsorcao fisica sobre uma superficie € uma técnica muito simples e esta
estratégia pode ser usada para qualquer biomolécula (desde que as proteinas sejam
supostamente adsorvidas espontaneamente e irreversivelmente em superficies
sélidas). Apés o contato, as moléculas que ndo foram adsorvidas sdo removidas por
lavagem. A técnica ndo € amplamente aplicavel devido a possibilidade de lixiviacdo
das biomoléculas da superficie. O processo também sofre de susceptibilidade a
alteracdes do pH, forca ibnica e temperatura (IMAMURA et al., 2016; LOJOU;
BIANCO, 2006).

2.3.3 Ligagédo Covalente Cruzada

A adsorcdo e retencdo sdo frequentemente suplementadas com agentes
bifuncionais para evitar a lixiviagdo das biomoléculas devido a presenca de
grupamentos laterais (Figura 13(C)). As biomoléculas podem estar ligadas umas com
as outras ou com outra proteina "inerte" (ex. Aloumina do Soro Bovino - BSA). As
dificuldades com este método € que as condicOes experimentais nem sempre Sao
faceis de controlar e é possivel que a integridade da biomolécula ndo seja totalmente

conservada apos o passo de ligacdo cruzada (LOJOU; BIANCO, 2006).

2.3.4 Ocluséo — Gel/Polimero de aprisionamento

Esta técnica é de facil obtencédo e possui uma ampla variedade de matrizes
(Figura 13(D)). Outras vantagens sao que a maioria das biomoléculas podem ser
facilmente incorporada em polimeros e imobilizada em uma concentracdo elevada de
biomoléculas ativas. A matriz mais correntemente empregada sdo hidrogéis tais como

o alginato, colageno, triacetato de celulose, poliacrilamida, gelatina, borracha de
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silicone, e poli (alcool vinilico). O tamanho e estrutura do polimero podem trazer alguns
inconvenientes como a desativacdo por radicais formados durante a formacao do
polimero. A lixiviagdo da enzima também pode ser observada (LOJOU; BIANCO,
2006).

Figura 13 — A linha continua significa ligac&o covalente e a linha tracejada significa
apenas ligacdes fracas, em (A) ligacdo covalente e formag¢ao de monocamadas sobre
a superficie do microcantilever, (B) Adsorcdo, apenas interacfes fracas entre a
molécula e a superficie, (C) Ligacdo covalente cruzada entre as moléculas e a
superficie e em (D) Ocluséo, ocorre ligagdes covalentes somente entre as moléculas e
ligagdes fracas com a superficie do microcantilever.

Ligagdo Covalente Adsorg¢ao
A L B
Ligagdo Covalente Cruzada Oclusdo

2.4 Vantagens da formacdo de monocamadas auto-organizadas
(Self-Assembly Monolayer (SAM)) para biossensores

O uso de SAM para ligacdo de biomoléculas ou usando ligacdes quimicas
diretas ou por encapsulacdo com a ajuda de suportes poliméricos, tem como
vantagens (CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002):

1. Formacdes de monocamadas organizadas, livre de grandes fissuras e

estaveis em longos periodos de tempo;
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2. Membrana como microambiente (celular) fornecido pela superficie SAM (é
adequado para imobilizacdo da biomolécula);

3. Flexibilidade para selecionar o grupo de terminais funcionais de SAM, a fim
de possibilitar superficies com grupamentos amina ou carboxila para interacéo;

4. Capacidade para desvendar informagbes em escala molecular sobre
fenbmenos como a adsorcdo de proteinas, hibridizacdo de DNA, interacdo antigeno-
anticorpo etc., utilizando técnicas sensiveis a superficie, tais como microscopia de
forca atdmica e STM (CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002).

2.4.1 Limitacdes de SAM para biossensores

Biomoléculas imobilizadas sdo muito sensiveis em relacdo a mudancas no pH,
forca ibnica e temperatura. Uma pequena alteracdo em um desses parametros as
vezes pode ser suficiente para a enzima perder a sua atividade. A estabilidade quimica
de algumas das SAMs pode ser comprometida quando oxidadas quimicamente. O
campo elétrico induzido e a dessorcao térmica de monocamadas sao prejudiciais para
aplicacdes em biossensores. Devido a elevada energia superficial, a superficie
hidrofébica da SAM pode acumular varios contaminantes e impurezas indesejadas,
que uma vez adsorvidas podem bloquear os sitios de reconhecimento do analito
(CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002).
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracdes Iniciais

Os materiais utilizados neste trabalho sdo de marcas comerciais reconhecidas
e consagradas no ramo da biotecnologia. Os métodos aplicados foram testados em
diversos outros trabalhos encontrados na literatura e neste trabalho foram aplicados

em pelo menos 3 repeticbes para garantir a fidelidade dos dados adquiridos.

3.2 Instrumentacé&o e reagentes utilizados

3.2.1 Reagentes Utilizados

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma—Aldrich e utilizados conforme
adquirido: Alcool Desidrogenase de “Saccharomyces cerevisiae” (A7011); “(3-
Aminopropyl) triethoxysilane” 99 % (APTES) (440140); Solucdo de Glutaraldeido
(GLD) Grade I, 25 % em agua (G5882); “11-Amino-1-undecanethiol hydrochloride”
99% (TIOL) (674397), Etanol puro 200 proof, para biologia molecular (E7023) e
J.T.Baker- 18078-TOLUENO, PA, ACS, 99,5 %. A agua foi purificada pelo sistema
Milli-Q (Millipore Co. 18,0 MQ*cm-1).
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Gas Nitrogénio 5.0 com pureza minima de 99,999% e umidade inferior a 2ppm-
mol, Nitrogénio Liquido com pureza minima de 99,999% e umidade inferior a 2ppm.

3.2.2 Caracteristicas da enzima Alcool Desidrogenase

A enzima Alcool Desidrogenase é responsavel pela oxidacdo de moléculas de
alcool em aldeidos ou cetonas, tendo ampla especificidade para substratos com
grupos alcool de cadeias curtas. A reacdo requer a presenca da coenzima p-NAD
como aceptor de hidrogénio. Esta pertence a uma familia de desidrogenases que tém
um dominio de ligac@o a nucleotideos. A estratégia de enzimas NAD-dependentes é
orientar a coenzima e o substrato sobre a superficie da enzima, de tal modo que o
atomo de C4 na nicotinamida € dirigida no carbono reativo do substrato. Os dominios
de ligacdo ao B-NAD de todas estas enzimas sao altamente homodlogas, mas eles tém
marcadamente diferentes dominios cataliticos (COLONNACESARI et al., 1986;
EKLUND; SAMAMA; JONES, 1984; SAMAMA; WRIXON; BIELLMANN, 1981).

Alcohol Dehydrogenase
Ethanol + [3-NAD > Acetaldehyde + [3-NADH

3.2.2.1 Estrutura da enzima Alcool Desidrogenase

A Alcool Desidrogenase localizada no banco de dados de proteinas como PDB:
4W6Z, € um homodimero em sua forma estrutural. Cada mondémero tem 374 residuos
com massa molecular de aproximadamente 74.000 Daltons. Essa enzima & composta
por dois dominios: o dominio de ligagdo ao B-NAD (residuos 176-318) é composto de
uma folha-beta central de seis fitas, flanqueadas por hélices alfa. O B-NAD liga-se ao
C-terminal dessa folha-beta; o dominio catalitico (residuos 1-175, 319-374) também
apresenta uma estrutura alfa/beta. A interface entre os dominios forma uma fenda que
contém o sitio ativo catalitico da enzima. A interface é formada por duas hélices, uma
de cada dominio cruzadas uma sobre a outra. Existem dois ions Zn** por monémero,
obrigatério em cada sitio ativo para a realizagdo da catdlise. O substrato se liga no
interior do sitio onde esta o céation Zn**, fazendo com que o anel de nicotinamida do

B-NAD aponte para o interior da fenda. Os dominios cataliticos da enzima estdo
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situados em extremidades opostas (COLONNACESARI et al., 1986; EKLUND et al.,
1984; SAMAMA et al., 1981).

3.2.2.2 Ensaio de atividade da enzima Alcool Desidrogenase

Seguindo os protocolos fornecidos pelo fabricante (codigo A7011 - Sigma
Aldrich), a enzima apresentou atividade extremamente baixa. Foi constatado que a
concentracdo do B-NAD seguindo o protocolo original ndo estava apresentando
resultados satisfatorios. Dessa forma, foi realizado um teste no qual, ao invés dos
15mM final de B-NAD recomendado, utilizou-se 1,0mM final. Com essa concentracao
de B-NAD a enzima passou a funcionar como esperado (Figura 14) e mesmo
reduzindo a quantidade de B-NAD pela metade (0,5mM) foi obtido praticamente o
mesmo perfil de atividade (Figura 15). Pela concentracdo sugerida no protocolo da
Sigma Aldrich que acompanha os reagentes, teriamos aproximadamente 7,5 milhdes
de moléculas de B-NAD para cada molécula de enzima, o que talvez possa ter
provocado de alguma forma uma inibicdo da atividade enzimética. Quando a
guantidade de B-NAD foi reduzida em 87%, obteve-se o resultado esperado e para os
ensaios posteriores foi mantido o volume inicial de 3mL na cubeta do
espectrofotometro com concentracdes reduzidas de B-NAD (0,5mM).

A reacdo exercida pela enzima Alcool Desidrogenase é a transformacéo de
etanol na presenca de B-NAD em acetaldeido e B-NADH, onde uma unidade da
enzima é responsavel pela conversdo de 1pumole de etanol em acetaldeido por minuto
em pH8.8 a 25°C. O espectrofotdmetro na regido UV (340nm) consegue mensurar a
guantidade de B-NADH que é liberada na reacdo de converséo, o acetaldeido que &
a oxidacao do etanol, o espectrofotdmetro ndo consegue monitorar.

Também se concluiu que o BSA (sugerido no protocolo) ndo apresentou
influéncia em solucéo, para a atividade enzimética (Figura 16). O ensaio em solucao,

acompanhado no espectrofotbmetro esta descrito abaixo:

Ensaio 1 (concentragdes finais): 100 pL de solugcéo de enzima a 0,002 mg/mL,
1mM de B-NAD, 100,0 pL etanol 200 proof, 10,0 mM tampéao Fosfato de Sédio pH 8.8
com BSA dissolvido a 1,0 mg/ml.

O volume final das reacdes fora de 3,0 mL.

Para esses ensaios de atividade, a variacdo de absorcdo acima de 0,15 nos
periodos de tempos de até 6 minutos, registrada a 340nm, indica alta atividade
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enzimatica. Foi necesséria a realizagdo de um controle para cada reacao, onde no
lugar da enzima colocou-se o0 mesmo volume de tamp&o e seguindo-se o
procedimento idéntico ao da reacdo enzimatica. O calculo dos parametros Unidades /
mL de enzima e Unidades / mg de enzima sdlida para esses ensaios, foi efetuado de
acordo com a férmula abaixo:

Unidades/mL de enzima = (AAsao/min ensaio — AAsao/min controle) x (3.0) x (df)
/(6.22) x (0.1)

3.0 = Volume total da reacéo (mL)

df = fator de diluicdo da enzima

6.22 = coeficiente de extingdo molar do B-NADH a 340 nm

0.2 = Volume da solucéo de enzima utilizada (mL)

Unidades / mg de enzima soélida = Unidades/mL de enzima / mg soélido/mL de

enzima

Figura 14 — Ensaio 1 - teste de atividade da enzima Alcool Desidrogenase monitorada
em UV a 340nm — Solugdo com 1mM de B-NAD e 1mg/ml de BSA.

Tempo (min) Absorgao taxa mM NAD com tmg/m de BSA [ —a— Absorgéo|
0 0,03 0,202 | '
1 0232 0157 | oe-
2 0389 0143 | |
3 0,532 0124 |5 | _ -
4 0,656 0,109 |* /
5 0765 0095 | |
6 0,86 009 | °of "
7 0,95 0,073 ° 2 Tempi . o
8 1,023

u/ml 391,237

U/mg solido 195,618

Notamos que mesmo apo6s 20 minutos de reacdo, a enzima continuava ativa e
liberando B-NADH, o que significa que néo faltou 3-NAD ou Etanol durante o ensaio.

Ensaio 2 (concentragfes finais): 100,0 pL de solucdo de enzima a 0,002
mg/mL, 0,5 mM de B-NAD, 100uL etanol 200 proof, 10,0 mM tampé&o Fosfato de Sédio
pH 8.8 com BSA dissolvido a 1mg/ml.
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Figura 15 - Ensaio 2 — teste de atividade da enzima Alcool Desidrogenase em UV a
340,0 nm - Solucédo com 0,5 mM de B-NAD e 1,0 mg/ml de BSA.

Tempo (min) Absorgao taxa 08 mMNAD com fmgimi de BSA [ —=— Absorgéo]
0 0,023 0,199 0T
1 0,222 0,156 | o8 e
2 0,378 0137 | _ s
3 0,515 0113 |5 ,.] ya
4 0,628 0,092 | .
5 0,72 0,083 "
6 0,803 00 | 1~
0 2 4 6 8

7 0,872 0,058 Tempo (min)
8 0,93

U/ml 388,745

U/mg solido 194,372

Ensaios 3, 4 e 5 (concentracdes finais): 100,0 pL de solucédo de enzima a 0,002
mg/mL, 0,5 mM de B-NAD, 100,0 pL etanol 200 proof, 10,0 mM tampéao Fosfato de
Sadio pH 8.8 sem BSA:

Figura 16 - Ensaios 3, 4 e 5 — teste de atividade da enzima Alcool Desidrogenase em
UV a 340 nm — Solugcdo com 0,5 mM de B-NAD e sem BSA.

Tempo Com 0.5mM NAD e sem BSA T:EZZEZZ ;
(min) Absor¢do 1l Absor¢cio2 Absorgio3 10 —a— Absorgdo 3
0 0,038 0,02 0,023 =
1 0,273 0,213 0,213 o
2 0,447 0,377 0378 8" e
3 0,586 0,516 0,518 | os ra
4 0,693 0,627 0,63
5 0,779 0,72 0,726 17
6 0,849 0,8 0,803 ‘ : : : :
0 2 4 6 8
7 0,906 0,865 0,86 Tempo (min)
8 0,955 0,92 0,926
taxa taxa taxa
0,235 0,193 0,19
0,174 0,164 0,165
0,139 0,139 0,14
0,107 0,111 0,112
0,086 0,093 0,096
0,07 0,08 0,077
0,057 0,065 0,057
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0,049 0,055 0,066

U/ml 433,601 408,681 411,173
U/mg solido 216,800 204,340 205,586
Conforme observado na Figura 16, a taxa de variacdo de absorcéao a 340nm foi

relativamente maior do que nos outros ensaios, indicando que o BSA apesar de ajudar

na estabilizagdo da enzima n&o contribuiu para a atividade enzimatica.

3.2.3 Microcantilevers

Os microcantilevers de Nitreto de Silicio foram adquiridos do fabricante NT-
MDT, modelos NSG-10, NSG-03, CSGO01 e os de Silicio do fabricante BudGet
Sensors, modelo TAP 300G. As caracteristicas fisicas de cada puC estdo apresentadas
na Tabela 1. NanoWorld 38763f171497 Q=300 (0.001 a 0.1 N/m).

Tabela 1- Caracteristicas fisicas dos microcantilevers utilizados.

NSG10 NSGO03 CSG01  TAP 300G

Comprimento do 95+5,0 135+ 350+5,0 125+10,0
Microcantilever (C) [um] 5,0
Largura do 30+3,0 30+3,0 3030 30+5,0
Microcantilever (L) [um]
Espessura do 2,0 £0,5 1,5+0,5 1,0x0,5 4+10
Microcantilever [um]

Frequéncia de 140 - 47 — 4-17,0 300 +
ressonancia (KHz) 390,0 150,0 100,0
Constante de mola (K) 3,1-37,6 0,35 - 0,003 - 20-75,0

[N/m] 6,1 0,13

3.2.4 Instrumentacéo utilizada

A resposta de frequéncia de ressonancia do uC durante a excitacao foi medida
utilizando um microscépio de forca atdmica Veeco V — DimensionTM. O laser emitido

de um diodo é colimado e apontado para a ponta do microcantilever, sendo entéao
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refletido para um fotodetector de quatro quadrantes. A resposta de um espectro de
ressonancias da excitacdo de um pC foi analisado pelo software NanoScopeTM.

Para a aquisicdo de temperatura e umidade foi utilizado o equipamento
Sensirion SHT2X, com erros de +3 % para umidade e +0,3 % em temperatura.

Para aquisi¢do de imagens foram utilizados os equipamentos de AFM:

Park NX10 (laboratério LNNano do Sincrotron em Campinas);

Digital Instruments Nanoscope Il (laboratério LNNano do Sincrotron em
Campinas);

NanoSurf Easycan 2 (Embrapa Instrumentacgéo);

Bruker ICON Nanoscope V (USP — IFSC).

Erros de calibracdo nos equipamentos utilizados:

Eixos x,y: <1,2 % eixo z:<3 %.

Erro de leitura da frequéncia de ressonancia: como em todos 0s ensaios o fator
foi superior a 50, o erro de leitura € < 0,01 %.

O software Discovery Studio foi utilizado para estudar a biomolécula assim
como fornecer as imagens aqui apresentadas.

Os graficos apresentados foram tratados pelo software OriginPro 9.0.

O software utilizado para o tratamento e apresentacao das imagens Gwyddion
2.44, também foi utilizado para realizar o nivelamento por 3 pontos nas regides onde

foi removida a camada funcional.

3.3 Metodologia para funcionalizacdo do microcantilever

Antes do processo de funcionalizagao, os microcantilevers foram submetidos a
um tratamento térmico e posteriormente lavados para remogdo de contaminantes
metalicos e organicos da superficie. Para tanto, utilizou-se solucédo Piranha (70 %
H2SO4 concentrado em 30 % H202, 1:1) por 5 min para microcantilevers de SisNs e
por 30min para microcantilevers de Si (100), a temperatura ambiente. O periodo de
tempo limite de 5 min em solucdo Piranha para microcantilevers de SisN4 foi definido
experimentalmente apos observar a corrosdo superficial (Figura 17 e Figura 18) de
modo a néo influenciar demasiadamente na leitura do AFM. O periodo de tempo de

30 min em solugdo Piranha para os microcantilevers em Si ndo degradou a superficie
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ao ponto de modificar as suas caracteristicas fisicas, procedimento descrito por Acres
(ACRES et al., 2012). Apés lavagens em H20 deionizada (Milli-Q) (3 banhos de 5
minutos) os microcantilevers foram secos em estufa a 100 °C por 30 min para a
remocao de qualquer residuo de enxofre da solucéo piranha e outros contaminantes.
Imediatamente ap6s o processo de limpeza e oxidacdo, os microcantilevers devem
passar pelo processo de ativacdo, ou seja, modificacdo de sua superficie com os
reagentes APTES ou TIOL, que pode ser executado com diferentes metodologias.

O processo de tratamento térmico tratou-se de uma ideia nova a ser testada e,
como pode ser visualizado na Figura 17, tal procedimento mostrou-se eficaz para
facilitar o processo de ativacéo auxiliando na remocao de componentes organicos e
na oxidacao da superficie, além de melhorar a adesédo do recobrimento pelo ouro e
aumentar a sensibilidade ap6s a funcionalizacédo. Foi observado, que o tratamento
térmico pouco influenciou na qualidade da reflexdo do uC de SisN4 recoberto com ouro
(Figura 17), o ponto vermelho € o laser refletido no fotodetector. Observou-se um
pequeno aumento da rugosidade da superficie com o periodo de tempo de tratamento
térmico, gerando dessa forma, um pequeno espalhamento do laser refletido com uma
pequena atenuacdo na intensidade. Ja em microcantilevers de Si sem qualquer
recobrimento, nenhuma alteracéo foi detectada.

Foi constatado que em microcantilevers de SisN4 o periodo de tempo de
exposicao a solucdo Piranha (Figura 18) deve ser de no maximo 5 minutos. Periodos
de tempo superiores séo suficientes para a corrosdo deformar completamente a ponta
do uC (Figura 18 (C)), alterando dessa forma, suas caracteristicas fisicas e fazendo
com que ocorra um grande espalhamento na reflexdo do laser reduzindo sua

intensidade e causando uma leitura imprecisa pelo fotodetector.
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Figura 17 — Efeito do tratamento térmico na superficie do uC de SisN4revestido com
ouro em (A) Novo (sem tratamento), (B) tratamento térmico a 500 °C por 8 h e (C)
tratamento térmico a 500 °C por 16 h.

Novo 500°C/8h 500°C/16h

Figura 18 — Efeito da soluc¢éo piranha na superficie do uC de SizsN4revestido com ouro
no espalhamento do laser para (A) 2,5, (B) 5 e (C) 10 minutos de exposi¢éo.

2,5 min 5min 10min

.?

|
N ®)
Em microcantilevers de Si puro, a exposicéo a solugéo Piranha por até 40 min
nao causou danos observaveis a superficie.
A enzima Alcool Desidrogenase foi imobilizada na superficie do puC por
maneiras distintas. Essa enzima tem como substrato (analito alvo) principal o etanol,
seguido de metanol e isopropanol. Foram utilizados os ativadores quimicos

(biolinkers) mais comumente utilizados para esta aplicacdo, sendo eles:
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3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES), solucéo de glutaraldeido (GLD) 25 % em H20
e 11-Amino-1-undecanethiol hydrochloride 99 % (TIOL).

Para a imobilizacdo de uma biomolécula na superficie do silicio ou nitreto de
silicio, é necesséria a aplicacdo de uma ou mais camadas de biolinkers de maneira a
estabelecer ligacdo covalente entre os componentes da camada funcional, sem
prejudicar a atividade bioldgica da enzima de forma a manter sua sensibilidade para
o analito alvo. Esta camada funcional formada pelos biolinkers, tradicionalmente é
realizada de duas maneiras distintas: pela formacdo de monocamadas auto-
organizadas (self assembled monolayer — SAM) com ligacbes covalentes ou por
ligacdes covalentes cruzadas, a qual baseia-se na ligacao cruzada entre 0s grupos do
suporte com grupos das biomoléculas, empregando-se reagentes bi ou
multifuncionais.

Para todos os experimentos, a funcionalizacdo em SAM foi realizada com a
solucéo estoque de enzima alcool desidrogenase (0,25 mg/mL) dissolvida em tampéo
50,0 mM de fosfato de sédio, pH 8.6. O processo iniciou-se com o tratamento térmico
e limpeza dos microcantilevers (item 3.3 dessa secdo) seguindo-se o0 processo de
ativacdo dos mesmos (Figura 19 e Figura 31 quadro serrilhado). Os grupos amino do
APTES ou TIOL da superficie recém-ativada, foram incubados com solucédo de
glutaraldeido 1% em tampao fosfato de sddio, durante 1 h a temperatura ambiente e
posteriormente os microcantilevers foram lavados em tampé&o fosfato de sédio pH 8.6.
Em seguida foi realizada a incubacdo desses microcantilevers ja ativados com a
solucéo de enzima solubilizada em tampéao fosfato de sédio pH 8.6, durante 6 horas a
25 °C. Decorrido esse periodo de tempo, os microcantilevers foram limpos novamente
em tampao fosfato de sodio pH 8.6, para remocao de enzimas nao ligadas, resultando
assim na formagdo de monocamadas auto-organizadas (SAM) com ligacdes
covalentes. Para demonstrar o efeito das diferentes maneiras para realizar a ativagao
da superficie, as frequéncias de ressonancia em cada estagio da funcionalizagcéo
foram comparadas (Figura 31 e Figura 32) (ACRES et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2013).
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Figura 19 — Ligacdo covalente da enzima em monocamada auto-organizada (SAM)
ativada com APTES (quadro serrilhado), seguido de glutaraldeido e a enzima.

- Si=—0 — 1
b Sj— (O — H H

- Si=— OH

A funcionalizagdo por meio de ativagcao com TIOL (Figura 20) ocorre da mesma

maneira que a ativada com APTES, mudando apenas a forma de realizar a ativacéo

(necessidade do prévio banho de ouro no microcantilever).

Figura 20 — Ligacdo covalente da enzima em monocamada auto-organizada ativada
com TIOL (quadro serrilhado), seguido de glutaraldeido e enzima.

|
=S =(CH,),;=N == ﬁ —(CH,);— (IEI= N

3.3.1 Ativacéo por intermédio de Vapor de APTES

Para a vaporizagédo do APTES foi adaptado um dessecador com uma entrada

de gés na lateral e uma tampa com boa vedagdo com um furo central (Figura 21) que

permite a dosagem dos reagentes em seu interior por meio de uma pipetadora

(Eppendorf Research Plus 10-100 +0,2 uL). A pipetagem for feita pelo furo central com

a tampa fechada e com gas circulando, de maneira que n&do haja a contaminagao com

0 ar ambiente dentro da camara.



Capitulo 3 - Materiais e Métodos 62

Figura 21 — Dessecador adaptado para vaporizacdo do APTES e ativacéo da superficie
dos microcantilever.

O processo de ativacéo por vapor de APTES foi realizado como se segue:
. purgou-se 0 reservatorio com nitrogénio por 10 minutos para total
eliminagdo da umidade e oxigénio;

. adicionou-se 40,0 pL de APTES e 40,0 uL de Trietilamina (mantém o pH

basico);
. Periodo de tempo de exposicao: 40 min a 1 hora;
. Tratamento térmico de 100 °C por 30 minutos para garantir a melhor

fixacdo dos terminais do APTES (ACRES et al., 2012).

Oliveira (OLIVEIRA et al., 2013) utilizou em seus experimentos o periodo de
tempo de 40 min de exposicdo ao vapor de APTES. Em nossos estudos, foram
testados experimentalmente a exposicéo ao vapor em periodos de tempos de até 3 h,
entretanto, ndo foi constatado qualquer incremento de massa apds o periodo de
tempo de 1 h de exposicédo. Esse fato foi checado pela variagdo da frequéncia de

ressonancia do microcantilever.

3.3.2 Ativagdo por Imersdo em APTES

Ativagdo com APTES por imersao em solucéo 2 % (v/v) em tolueno seco, por

periodo de tempo de 15 a 20 minutos.

3.3.3 Ativacéo por imersédo em TIOL

Os microcantilevers de silicio receberam um banho de ouro de 20,0 nm pela
técnica de sputtering, apos tratamento térmico por 8 horas a 500 °C. Em seguida foram

lavados em solucéo piranha por 5 minutos para a remocgao de residuos organicos e
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metélicos, seguido de lavagens com agua milli-Q e etanol e posteriormente secos a
100 °C por 30 min (Figura 8). Em seguida foram depositados em um recipiente com
solucéo de tiol a 1,0 mM dissolvido em etanol 200proof (Sigma) e ajustado o pH em
8,0 com trietilamina. Os microcantilevers permaneceram nessa solucao por 24 horas
a 25 °C para a formacao de uma monocamada densa e organizada, também chamada
de ativacéo (Figura 20 quadro tracejado) (BAIN et al., 1989; BENSEBAA et al., 1997,
UOSAKI, 1999). ApGs secagem em gas de nitrogénio 5.0 (pureza minima: 99,999 %),
0S microcantilevers estavam prontos para receber outra monocamada de

glutaraldeido por imersédo em solucdo a 2 % em tampéao fosfato com pH 8.6.

3.3.4 Técnicas de funcionalizacdo testadas

Com a superficie do uC ativada (apenas o recobrimento com o TIOL ou APTES
— quadro serrilhado azul — Figura 19 e Figura 20), a funcionalizacdo pode ser realizada
por técnicas distintas. Abaixo seguem as funcionaliza¢cbes testadas:

1 — Ligacdo em camadas auto-organizada (SAM), iniciado com a limpeza e
oxidacdo o microcantilever, seguido da ativacdo, imersdo em solucdo com
glutaraldeido e imersdo em solucdo contendo a enzima Alcool Desidrogenase, Figura
13 (A);

2 - Ligacdo covalente-cruzada, Figura 13 (C): foram depositados diretamente
no uC ativado 10,0 yL da solucdo de enzima em tampéao fosfato de sédio pH 8.6 e
logo em seguida adicionou-se 2,0 uL de Glutaraldeido (25 %) diretamente sobre o uC
ativado com APTES ou TIOL. Misturou-se cuidadosamente com a tip da pipetadora e
aguardou-se por 1 minuto antes de retirar 0 excesso. Em seguida, deixou-se
incubando por 3 h em temperatura ambiente para que ocorresse a polimeriza¢ao. O
periodo de tempo de exposicdo para a formacdo de ligagcdes covalentes cruzadas
confere a espessura da camada funcional, aspecto esse de dificil controle e
padronizacao.

3 —Oclusao, Figura 13 (D): foram depositados diretamente no pC sem ativacao,
propositalmente para ndo formarem ligacbes fortes entre a camada funcional e a
superficie do microcantilever, 10,0 pL da solucdo de enzima em tampé&o fosfato de
sédio pH 8.6 e logo em seguida, 2,0 uL de Glutaraldeido (25 %). Misturou-se com a
tip da pipetadora e aguardou-se por 1 minuto antes de retirar o excesso. Como
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anteriormente, seguiu-se a incubacéo por 3 hs em temperatura ambiente para a
polimerizagdo. Nesse processo, ocorre a formagéo de ligagbes covalentes cruzadas
entre as moléculas da enzima e apenas interacdes fracas com a superficie do
microcantilever. Nessa técnica também ha a interferéncia do periodo de tempo de
exposicao na espessura da camada funcional.

4 — Adsorcao, Figura 13 (B): nesse processo, basta mergulhar o pC em uma
solucéo contendo a enzima, remover e deixar secar por algumas horas. Dessa forma,
as enzimas se ligardo fracamente a superficie do uC por adsorcdo. Nesta situacéo
nao foi possivel utilizar o uC como biossensor, pois ao adicionar o substrato pode
ocorrer a lixiviagdo das enzimas da superficie. Entretanto, pela diferenca na
frequéncia de ressonancia antes e depois do processo de adsorcdo, é possivel
estimar a quantidade em massa de enzimas que foram adsorvidas na superficie,

preferencialmente em uma camara em pressao efetiva negativa.

3.4 Analise de deteccéao de frequéncia

O AFM utiliza o modo dinamico para leituras de superficies em modo néo
contato (NC) ou quasi non contact (quasi-NC ou tapping® mode) e também para
avaliar a condicdo de uso do puC antes e depois da varredura de uma amostra para
geracdo de imagem. A alteragdo na frequéncia de ressonancia do pC indica que
ocorreu modificacdo na massa, o que se relaciona com a rigidez da haste (constante
de mola (k) (N/m)) ou mesmo mudancga de meio fisico (mais ou menos denso), sendo
assim, pode ter adsorvido material a ponta ou mesmo danificado a aresta (TIP).
Quando ocorre qualquer variacdo permanente na frequéncia de ressonancia original,
o UC deve ser substituido, pois indica que a leitura da superficie podera ndo ocorrer
de forma adequada.

O AFM Dimension Veeco V € equipado com um conjunto de ceramicas
piezoelétricas responsaveis pela movimentacao e excitagdo da haste do uC dentro de
uma faixa de frequéncias definido pelo usuario. Por intermédio da reflexdo do laser
em um fotodetector, 0 equipamento encontra a frequéncia de ressonancia e mantém

a excitacao nesta frequéncia. Por intermédio da andlise gréafica do valor de amplitude,
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em volts (V) em relagéo a frequéncia (KHz) (Figura 22) é possivel visualizar em tempo
real qualquer alteracdo na resposta de frequéncia de ressonancia. A cada varredura
completa na faixa de frequéncias definido pelo usuario, o periodo de tempo para obter

o valor corrente € em torno de 9 segundos para o Veeco V - Dimension.

Figura 22 —Tela uC Tune do software Nanoscope V, utilizada para verificar a frequéncia
de ressonancia para um microcantilever.
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Microcantilevers novos com constante de mola k acima de 20,0 N/m e com
comprimento de até 140,0 um, possuem uma frequéncia de ressonancia acima de 100
KHz, geralmente apresentando um uUnico e bem definido pico dentro da faixa de
frequéncias (50 a 1000 KHz) como pode ser visualizado na Figura 23(A), modelo
NSG10 Q=400 (3.1 a 37,6 N/m). No entanto, microcantilevers com constantes de mola
baixas, tendem a formar mais de um pico de ressonancia,Figura 23 (B), modelo
NSGO03 Q=359 (0,36 a 6,1 N/m) e microcantilevers para aplicagdo em modo contato
com constantes de mola muito baixas (NanoWorld 38763f171497 Q=300 (0.001 a 0.1
N/m), (Figura 23(C)), formam naturalmente varios picos de ressonancia, o que

inviabiliza sua utilizacao para aplicacdes em modo dinamico.
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Figura 23 — Resposta de ressonancia de uC na faixa de 50 a 1000MHz para os modelos
(A) NT-MDT NSG10, (B) NT-MDT NSGO03 e (C) NanoWorld 38763f171497.
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A aplicacdo de uma camada funcional bioativa gera um amortecimento na
vibracdo da haste, reduzindo o fator de qualidade Q e fazendo com que aumente o
erro de leitura da frequéncia de ressonancia devido ao alargamento da curva de
ressonancia (Figura 24(D)). Quanto maior este amortecimento, multiplos picos de
ressonancia podem aparecer (Figura 24 (A), (B) e (C)). Multiplos picos de ressonancia
préximos nao sao desejaveis (Figura 24 (B)), pois ao se adsorver um analito alvo, a
frequéncia de ressonancia se altera podendo migrar de um pico para outro proximo,

causando desvios na leitura.
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Figura 24 — Resposta da frequéncia de ressonéancia para diferentes fatores Q. Nota-se
gue com valores de fator Q mais baixos, o espectro ficaruidoso e apontado pico deixa
de ser aguda e tornando-se arredondada, diminuindo a acuracidade da leitura.
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Diversos modelos de microcantilevers possuem recobrimento em uma das
faces (Al, Au, entre outros), para melhorar a reflexdo do laser no AFM. Entretanto,
este recobrimento pode ndo ser compativel com o reagente a ser ligado. A
funcionalizac&o considerada ideal seria a realizada apenas na ponta da haste (TIP) a
qual toca a superficie em uma leitura de imagem. Desta maneira, ndo haveria
interferéncias nas caracteristicas fisicas do microcantilever. No entanto, dependendo
das condicdes de trabalho (temperatura, umidade e pressao) somente o recobrimento
da TIP nao é suficiente para ter uma quantidade da camada bioativa adequada para

detectar a variacdo da frequéncia de ressonancia em modo dinamico.
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Todo revestimento, por ter uma determinada rigidez e por aumentar a
espessura do microcantilever, pode atuar como um amortecedor alterando a eficiéncia
da excitacdo exigindo mais energia para manter a vibracdo e pode alterar a frequéncia
de vibracdo. Desta forma, o fator Q € reduzido e, por conseguinte, aumenta-se o erro
de leitura.

Microcantilevers curtos da ordem de 10,0 a 50,0 um conseguem uma resolucao
de picogramas em condicdes especiais (pressdo efetiva negativa e baixas
temperaturas), porém para operar em pressao atmosférica, temperatura de 25 °C e
umidade relativa em torno de 50 %, estas condigcbes geram um amortecimento
significativo causando baixo fator Q.

Para melhores resultados de sensibilidade em biossensores operados em
condicbes ambientes, sdo preferencialmente utilizados microcantilevers de alta
frequéncia ((tapping®) acima de 100 KHz) com comprimento entre 90-140 um. As
condi¢gBes fisico-quimicas do nitreto de silicio (SisN4) normalmente possibilitam
condicBes mais favoraveis para realizar as ligacfes quimicas com 0s reagentes que
sao utilizados para a formacao de um biossensor. Desta maneira, a funcionalizacédo
fica uniforme em toda haste (ambos os lados) e com uma camada mais fina,
permitindo operar com um fator Q maior (Q préximo ou acima de 100) e com erro de
leitura abaixo de 0,06 %.

Microcantilevers com hastes de comprimentos superiores a 200 um formam
naturalmente varios picos de ressonancia e com a funcionalizacdo observamos que
podem surgir novos picos. O amortecimento da haste reduz a amplitude de vibragao
dificultando a eficiéncia da excitacao.

Fatores como temperatura, umidade, pressédo e densidade do meio afetam
diretamente o fator qualidade Q, principalmente em microcantilevers com

recobrimento funcional.

3.5 Técnica de Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-x
(XPS)

Para caracterizar o processo de ativacdo foi utilizada a técnica de

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS — do inglés: X-ray
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Photoelectron Spectroscopy) em colaboragdo com o Prof. Renato Vitalino Goncalves
(IFSC/USP). Os espectros XPS permitem identificar quantitativamente, em
profundidades da ordem de dezenas de nanbmetros e com incerteza de fracéo
centesimal de camada atbmica, todos os elementos quimicos na superficie da
amostra, suas concentracdes relativas, o ambiente quimico dos elementos - seus
estados de oxidacao - e em casos especificos permite inclusive inferir a morfologia da
superficie em analise.

Os espectros de XPS foram adquiridos utilizando um espectrébmetro
(ScientaOmicron) equipado com uma fonte de raios X monocromatica (K-Alpha 1486,6
eV) e um analisador de elétrons do tipo hemisférico, com alta resolu¢do equipado com
125 canais individuais de deteccdo. Durante as medidas a pressdo da camera de
andlise foi de 2 x 10° mbar e os espectros foram registrados com uma energia de 50
eV. As posicbes dos picos nos espectros foram corrigidas em relacdo a energia de
ligagdo do pico do carbono (C1ls) fixado em 284,8 eV. Os dados foram tratados

utilizando o software CasaXPS (Casa Software Ltd., UK).

3.6 Teste de Seletividade do biossensor

Para testar a seletividade do biossensor, varios compostos organicos volateis
(VOCs) foram testados (Tabela 2), organizados por ordem de polaridade relativa.
Esses compostos foram utilizados com a mesma concentragéo calculada pela razao
entre 0 nimero de moléculas do VOC em relacdo a quantidade de moléculas de ar

disponiveis em um reservatorio de 2,0 L utilizado no experimento (Equacgao 9).

Tabela 2 - VOCs organizados por ordem de Polaridade Relativa

Massa Molar Densidade Pressao Vapor

MW (g/mol) p (g/L) (KPa) a 202C Polaridade Relativa
Metanol 32,04 791,4 12,8 0,762
Etanol 46,07 789,0 5,9 0,654
Propanol 60,10 786,0 4,4 0,546
Acetona 58,08 790,0 24,0 0,355
Diclorometano 84,93 1326,6 7,9 0,327
Tolueno 92,14 870,0 2,9 0,099

Hexano 86,10 654,8 16,0 0,009
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Por intermédio da razdo entre a quantidade de moléculas de VOC com a
quantidade de moléculas do ar em um reservatério de capacidade conhecida, €
possivel estimar a concentracdo em ppm do VOC, lembrando que a parte de baixo da

equacao para ppm deve ser sempre 10°.

Equacéo 9

Vvocxp(voc) ., R+T

Yi(ppm) = MW (voc) PV (camara) [9]

Na Equacéo 9, Vvoc (L) é o volume do volatil, p(voc) (g/L) é a densidade do
VOC, R= 0,0820574587 (L*atm*K ™*mol™') é a constante dos gases, T (K) é a
temperatura local em Kelvin, MW(voc) (g/mol) é a massa molar, P (atm) pressao
atmosférica local e V(camara) (L) volume total da caAmara para dilui¢éo.

Tabela 3 — Concentragao de diferentes VOCs para um reservatorio de 2L de ar.

Yi(ppm) p/ 5uL  Vvoc (L) p/ Vvoc (uL) Vvoc (uL)

em reservat. 2L 1000ppm 1000ppm 230000ppm
Metanol 1635,147 3,057E-06 3,057 703,300
Etanol 1133,736 4,410E-06 4,410 1014,345
Propanol 865,767 5,775E-06 5,775 1328,300
Acetona 900,437 5,552E-06 5,552 1277,156
Diclorometano 1034,027 4,835E-06 4,835 1112,155
Tolueno 625,063 7,999E-06 7,999 1839,812
Hexano 503,452 9,931E-06 9,931 2284,225

Por intermédio do grafico da Figura 44, foi possivel determinar que o biossensor
até a concentracdo de 1000 ppm (0,3 mL/L) de etanol, sofreu uma reducdo na
frequéncia de ressonancia e o ponto de saturacdo, onde ocorre a maxima frequéncia
de ressonancia, foi registrado na concentragao de 230.000 ppm (2,2 mL/L) (Tabela 3).
Devido a concentragdo em ppm do VOC, foi necessario a criacdo de um sistema
fechado com circulacdo de gés (Figura 25(C)) para que a diluicdo do VOC ocorresse.
Para tanto foi construido um circuito de gas fechado com capacidade total de 2,0 L,
com uma cela (Figura 25(A)) desenvolvida especialmente para se encaixar na ponta
do scanner do AFM (Figura 25(B)). Tal processo foi realizado de forma a ndo causar
alteracdes na frequéncia de ressonancia e permitir a diluicdo controlada os VOCs.
Dessa maneira, foi possivel analisar a frequéncia de ressonancia para cada situacéo

e gerar os graficos apropriadamente (Figura 44 e Figura 45).
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Figura 25 - (A) Cela, (B) Scanner do AFM com a Cela em sua posicao e em (C) Sistema
circulatério de gas fechado para a diluicdo controlada dos VOCs, composto de 2
abafadores, bomba e Cela.

(A)

(B)

3.6.1 Método para obtencdo daimagem topograficacom e sem a interacao

com vapor de etanol

Para a obtencdo da imagem topografica com e sem o vapor de etanol, foi
necessario desenvolver o aparato da Figura 26, de modo que o etanol é inserido no

interior do recipiente sem interromper a leitura no AFM. Foram inseridos 15,0 mL de
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etanol 200 proof (Sigma) até a distancia de 1,0 mm da amostra (Figura 26 (B)). Este
dispositivo permitiu fazer a leitura da imagem adicionando o analito alvo e evaporando

em tempo real.

Figura 26 — Em (A) porta amostra com a amostra no topo do bloco de cobre com
capacidade de 15mL e em (B) realizagcdo da leitura da amostra.

(A)

3.6.2 Método rapido para checar a atividade e sensibilidade do biossensor

Para testar a atividade e sensibilidade do biossensor, foi desenvolvido um
aparato para depositar o analito alvo diretamente proximo ao biossensor de maneira

que o vapor sature o biossensor obtendo uma forte interacdo (Figura 27).

Figura 27 — La&mina de vidro contendo 10 pL de etanol inserida a 5mm do
microcantilever (elipse em amarelo). A gota se evapora completamente em 5 minutos,
0 vapor chega ao biossensor em uma concentracao elevada e vai reduzindo até o
etanol ser totalmente evaporado e carregado para fora do sistema.
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3.6.3 Método para analisar a deflexdo de um microcantilever em modo

estatico

Por intermédio do modo estatico € possivel calcular a deflexdo de um
microcantilever, através do laser que é refletido em sua extremidade direcionado ao
fotodetector. Para tanto, é necessario aproximar a ponta do pC em uma superficie
dura, como vidro ou silicio e realizar uma curva de forca (Ramp Mode) que é um
recurso disponivel no software Nanoscope V. O equipamento ir4 pressionar a ponta
do uC na superficie e coletar as informacgfes da deflexdo versus o deslocamento no
eixo Z, demonstrando também a interacdo da ponta com a regido de contato (Figura
28), onde a regido horizontal no gréfico significa a aproximacédo da ponta do pC a
superficie e a regido vertical o contato e deformacédo, onde se obtém o deslocamento
em Z pela deflexdo (V) (BRUKER, 2009). A deflexdo do puC varia de acordo com o
comprimento (l) e constante de mola (k). Realizada a curva de forga, o software
determina a sensitividade da deflexdo do microcantilever, estabelecendo o

deslocamento da ponta em nm/V.

Figura 28 — Ensaio de curva de forga para determinar a deflexdo do pC cuja sensibilidade é
determinada em [nm/V].

—— Novo
7 — Funcionalizado

Deflexao (V)
w

| | T | 1
200 400 600 800 1000

Z (nm)
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No gréfico (Figura 28), foi realizado o ensaio de curva de forca de um pC
modelo TAP300 novo e depois funcionalizado, considerando a porgéo vertical, a
inclinacdo do uC novo foi de 89,915 graus o que rendeu um deslocamento de 79,47
nm/V e para o mesmo UC funcionalizado em monocamadas auto-organizadas (SAM),
foi de 89,878 graus, isto é 79,46 nm/V, portanto a funcionalizagdo em SAM com a
metodologia e reagentes utilizados neste trabalho praticamente nao influenciou na

rigidez do microcantilever.



Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para cada metodologia de construcdo do biossensor, foram medidas as respostas em
funcao da variagdo da frequéncia de ressonancia nas mesmas condi¢des de temperatura,

umidade e presséo utilizando os mesmos reagentes.

4.1 Caracterizacao da Ativacéao

Foram preparados seis microcantilevers sendo trés de Si (100) e trés de SisN4
para analise em XPS como se segue:

Amostra 1 Si: Tratamento por 30 minutos em solugcdo Piranha (70% H2SO4 +
30% H202), lavado com H20 milli-Q.

Amostra 2 Si: Tratamento por 30 minutos em solucdo Piranha (70% H2SO4 +
30 % H202), lavado com H20 milli-Q, seguido de imersao de 20 minutos em solucao
de 2 % APTES em tolueno, lavado com tolueno e seco por 20 minutos em estufa a
100 °C.

Amostra 3 Si: Tratamento por 30 minutos em solugao Piranha (70% H2SO4 +
30% H202), lavado com H20 milli-Q, seguido de vaporizacéao de 40,0 pL de APTES +
40,0 pL de Trietilamina por 1h em dessecador purgado com Nitrogénio.

Amostra 4 SisN4: Tratamento por 5 minutos em solucgéo Piranha (70% H2SOa4 +
30% H2032), lavado com H20 milli-Q.
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Amostra 5 SisN4: Tratamento por 5 minutos em solugéo Piranha (70% H2SO4 +
30% H202), lavado com H20 milli-Q, seguido de imersé&o de 20 minutos em solucao
de 2 % APTES em tolueno, lavado com tolueno e seco por 20 minutos em estufa a
100 °C.

Amostra 6 SisN4: Tratamento por 5 minutos em solugéo Piranha (70% H2SO4 +
30% H2032), lavado com H20 milli-Q, seguido de vaporizagédo de 40,0 pL de APTES +

40,0 pL de Trietilamina por 1h em dessecador purgado com Nitrogénio.

A Figura 29, ilustra os espectros de XPS completos para cada um dos seis
microcantilevers e nos picos estao identificados os elementos quimicos presentes nas
amostras e a configuracéo eletrénica. A primeira linha que contém as amostras 1 e 4
exibem o espectro XPS para o tratamento com solugcédo Piranha, a segunda linha
(amostras 2 e 5) exibe o espectro para a ativagdo de APTES por imerséo e a terceira
linha (amostras 3 e 6) a ativacdo de APTES pelo processo de vaporizacao.

A composicdo quimica das amostras ap0s 0 processo de ativacdo foi
determinada pela técnica de Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X
(XPS — do inglés: X-ray Photoelectron Spectroscopy). A caracterizacdo geral da
superficie quimica das amostras foi realizada por intermédio de espectros “survey” de
XPS medidos no intervalo de energia entre 0 a 800 eV.

A Figura 29 apresenta os espectros “survey” de XPS para cada uma das
amostras (1, 2, 3, 4, 5 e 6) tratadas por diferentes métodos, como descrito
anteriormente. Todas as amostras apresentam na superficie Si 2p, C 1s e O 1s. A
presenca de Si 2p préximo a 100 eV era esperado em todas as amostras, uma vez
gue os substratos utilizados foram microcantilevers de Si e SizO4, TAP300G (Si-100)
e HA_NC (SisNa4), respectivamente. Em todas as 6 amostras foi possivel observar um
pico proximo a 285 eV que € associado a carbono (C 1s). O carbono presente nas
amostras pode ser devido a funcionalizagdo com APTES, ou pela exposicdo das
amostras na atmosfera (CHONG; ZHAO, 2003). E bem conhecido na literatura que a
exposicao de amostras em atmosfera ambiente pode levar a formacéo de uma fina
camada (~2 nm) de material rico em carbono na superficie, conhecido como carbono
adventicio, que a técnica de XPS facilmente detecta (BARR; SEAL, 1995). A Figura
29 (A e B) mostram os espectros “survey” dos microcantilevers Si e SisN4 tratados em

solucdo Piranha (como descrito na secdo experimental). Ambos 0s espectros
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apresentam um pico intenso de O 1s, que pode ser atribuido a passivacao de uma
camada de 6xido de SiO2 na superficie causado pela solucdo Piranha. Era esperado
observar no espectro “survey” de XPS do uC de SisN4 (Figura 29 (B)) um forte sinal
de N 1s proveniente do SisNs, e um fraco sinal de O 1s. No entanto, observamos o
oposto, ou seja, um forte sinal de O 1s e nenhum sinal de N 1s. Esse resultado
confirma que sobre a superficie do pC houve a formacgéo de uma espessa camada de
SiO2 devido ao tratamento em solugéo piranha.

Os espectros de XPS “survey” das amostras dos UC de Si e SisN4 tratadas com
APTES pelos métodos de solucao e vapor apresentaram resultados significativos em
relagdo a superficie quimica das amostras. A Tabela 4 mostra os resultados das
concentracdes de silicio (Si 2p), carbono (C 1s), nitrogénio (N 1s), oxigénio (O 1s) e (I
3d) de todas as amostras obtidas pelo espectro “survey”.

Como pode ser visto na Tabela 4, a composi¢cdo quimica da superficie das
amostras 2 e 5, microcantilevers de Si e SisN4, respectivamente, sdo semelhantes,
sugerindo que o método de funcionalizagcdo de APTES por solucdo teve uma boa
reprodutibilidade para ambos os substratos. A presenca de um pico bem definido em
399,5 eV é associado ao nitrogénio (N 1s), (CHONG; ZHAO, 2003), sugerindo que a
superficie do uC de Si (amostra 2) foi funcionalizada com APTES, uma vez que a
Unica fonte de N no sistema vem do grupo amina do APTES, o que esta de bom acordo
com a literatura (CHONG; ZHAO, 2003). Por outro lado, a presenca do N 1s na
superficie do pC de SisN4 pode ser devido ao substrato (SisN4). No entanto, como foi
mostrado na Figura 29 (B), ap0s o tratamento em solu¢cdo Piranha, o uC de SisNa
sofreu uma passivacao de SiO2 na superficie, de tal forma que néo foi possivel ver a
presenca de N 1s. De fato, como pode ser visto na Tabela 4, as concentracdes de N
1s sdo muito proximas nas amostras 2 e 5, que foram de 3,44 % e 4,11 %,
respectivamente, o que suporta a nossa hipétese. Esse resultado mostra que ambas
as amostras (2 e 5) foram funcionalizadas com APTES.

A Figura 29 (E e F) mostram os resultados de XPS “survey” para as amostras
tratadas com APTES utilizando o método de vapor. O perfil do espectro da amostra 3
(APTES método de vapor) assemelha-se ao da amostra 1 (sem APTES, mas tratado
em solucdo Piranha). A diferenca visivel nessas duas amostras € que na amostra
ativada com APTES pelo método de vapor (amostra 3) apresenta um pico em 399,5
eV, que é associado ao N 1s. A presenca de N 1s nessa amostra sugere que a

superficie do puC foi ativada com APTES pelo método de vapor. A Figura 29 (F) mostra
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0 espectro de “survey” de XPS da amostra 6, que também foi funcionalizada pelo
método de vapor. O espectro da amostra 6 é muito semelhante ao da amostra 4
(Figura 29 (B)). Semelhantemente ao que ja foi discutido para as amostras 1 e 3, e
agui podemos ver que a diferenca nesses espectros é devido a presenca do N 1s em
399,5 eV, o que sugere que a amostra foi funcionalizada com APTES. Era de se
esperar que nessa amostra houvesse um forte pico de N 1s devido ao substrato ser
de SisN4. No entanto, como ja foi discutido, o tratamento com solug&o Piranha levou
a formacdo de uma camada de SiO2 na superficie dos microcantilevers, o que pode
ser visto pelo intenso pico de O 1s e Si 2p.

De forma geral, foi possivel observar que o pico de N 1s para as amostras
preparadas pelo método de solucédo sempre foi mais intenso quando comparado pelo
método de vapor. A Tabela 4 resume as concentracdes de N 1s quantificadas pelos
espectros de “survey” de cada uma das amostras. As amostras preparadas pelo
método de solucdo, amostras 2 e 5, apresentam uma concentracdo de 3.44 % e 4,11
% de N 1s, respectivamente, enquanto que as amostras preparadas pelo método de
vapor, amostras 3 e 6, apresentam uma concentracdo de N 1s de 1,55 % e 1,75,
respectivamente. Olhando para a concentracdo de N 1s na superficie das amostras
obtidas por XPS, podemos inferir que o método de solucdo formou uma camada
ativada de APTES mais espessa na superficie dos pC do que quando foi usado o
método de vapor (Figura 30).

Além do N 1s indicar que o método de solucdo levou a formacdo de uma
camada mais espessa de APTES na superficie das amostras, o carbono € outro
elemento abundante no APTES (C¢H23NOsSi) que pode ser um indicador nas
amostras. No entanto, ndo podemos negligenciar que o carbono presente nessas
amostras pode ter vindo da combinacdo de duas fontes, C 1s adventicio (ar
atmosférico) e APTES. No entanto, devido as amostras terem passado pelo mesmo
processo de tratamento em solugcdo Piranha e ter o mesmo periodo de tempo de
exposicdo ao ar atmosférico, acreditamos que a concentracdo de C 1s adventicio foi
igual para todas as amostras. E possivel ver nas Figura 29 (C e D) (amostras tratadas
pelo método de solugcéo), amostras 2 e 5, respectivamente, que 0 pico associado ao
C 1s (=285 eV) é mais intenso quando comparado com as amostras tratadas pelo
método de vapor, Figura 29 (D e F), amostras 3 e 6, respectivamente. De fato, a
Tabela 4 mostra que os percentuais atdmicos de C 1s sédo de 69,20 %, 65,15 %, 34,56

% e 27,65 % para as amostras 2, 5, 3 e 6, respectivamente. Dessa forma, olhando
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para o carbono presente na superficie das amostras, podemos inferir que o método
de solucdo ativou a superficie das amostras com uma camada mais espessa de
APTES. Assim, podemos concluir que a técnica de XPS € uma ferramenta poderosa

para indicar a ativacdo por APTES em superficie de microcantilevers de Si e SisNa.

Tabela 4 — Porcentagem dos componentes em cada amostra

Amostra O 1s (%) Cls (%) Sils (%) N1s (%) | (%)
1 23,79 28,60 47,61 - -
2 14,91 69,20 12,38 3,44 0,06
3 22,43 34,56 40,85 1,55 0,61
4 39,45 28,43 32,12 - -
5 16,10 65,15 14,55 4,11 0,10
6 35,67 27,65 34,44 1,75 0,5
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Figura 29 — Em amostras 1 e 4 de Si e SisN4 apés 30 min e 5 min em solucédo Piranha, 2e 5
ativacbes com tratamento por 20min em solucdo de APTES a 2% em tolueno eem 3 e 6
ativagbes com tratamento em vapor de APTES com trietilamina por 1h.
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(B)
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Figura 30 — Em (A) Microcantilever novo, modelo TAP300G de silicio (100), (B)
TAP300G funcionalizado por vapor de APTES e em (C) TAP300G funcionalizado por
imersd@o em solug&o de APTES, (D) Microcantilever novo, modelo HA_NC de nitreto de
silicio SisN4, (E) HA_NC funcionalizado por vapor de APTES e em (C) HA_NC
funcionalizado por imersé@o em solugédo de APTES.

4.2 Funcionalizagdo dos microcantilevers

Na Figura 31, sdo comparados a mudanca na frequéncia de ressonancia e fator
qualidade (Q) para cada passo da construgdo do biossensor, todos o0s
microcantilevers foram previamente tratados termicamente a 500 °C por 4 h. Na
primeira linha (em azul) sdo apresentados os resultados obtidos pela ativacdo com
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APTES pela técnica de vaporizacdo e em vermelho, os resultados obtidos pela
ativacdo com APTES pela técnica de imerséo.

Figura 31 — Variacdo da frequéncia de ressonancia para cada passo do processo de
funcionalizagcdo. A diminuicdo da frequéncia de ressonéncia indica o aumento de
massa na superficie da haste do microcantilever.
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Comparando-se os graficos da Figura 31, foi possivel inferir que a ativagéo por
imersdo resultou em uma camada espessa de APTES devido a grande reducédo na
frequéncia de ressonancia indicando aumento de massa. Conforme demonstrado por
Acres (ACRES et al., 2012), a ativagéo por APTES em imersao pode gerar camadas
cruzadas em que apenas 3/5 de suas moléculas se ligam no uC de forma a
disponibilizar os terminais amina para ligagbes com outros reagentes.
A maior espessura da camada funcional e pelo fato de que os microcantilevers
apresentam pequenas diferencas geométricas elevam o erro (desvio padréo)
observado, devido a variacdo na espessura. O glutaraldeido (GLD), apesar de seu
tamanho reduzido (3A) tem grande poder de amortecimento do microcantilever,
reduzindo drasticamente o fator qualidade (Q).

Na Figura 32, é comparado a mudanca na frequéncia de ressonancia e fator

qualidade (Q) para cada passo da construcado do biossensor obtidos pela ativacao

com TIOL pela técnica de imersao.
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Figura 32 — Variacao da frequéncia de ressonéncia e fator Q a cada passo do processo
de funcionalizacdo com ativacao de Tiol.
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Foi observado que tanto pelo método de ativacdo com APTES por imersao e
por TIOL, devido a camada funcional espessa, as barras de desvio padrdo aumentam
consideravelmente, evidenciando a dificuldade em controlar o processo para obtencao
de biossensores com as mesmas caracteristicas de sensibilidade e resposta a

variacfes ambientais.

4.2.1 Tenséo superficial — Medidas de Deflexdo (modo estatico)

A tensdo superficial foi observada utilizando a técnica de modo estatico, do
AFM, e o sistema de deteccdo monitorou a deflexdo do pC modelo CSGO1
funcionalizado por meio de ativacdo com TIOL. Esse modelo possui uma haste mais
longa, baixa constante de mola e apresenta na face refletora uma camada de ouro
sendo na parte de baixo somente silicio. Devido ao TIOL ligar-se somente na por¢ao
contendo ouro, garantiu-se dessa forma que a funcionalizag&o ocorresse somente na
face refletora, possibilitando assim determinar a direcdo da tensédo superficial.
Utilizando a técnica de rampa de forca no AFM, foi possivel mensurar o deslocamento
da ponta do microcantilever. A constante de mola e sensitividade de deslocamento
obtida para o pC sem funcionalizacdo foi de 0,07 N/m e 109,02 nm/V,
respectivamente. Para esse ensaio, foi aplicado 10,0 pL de etanol em uma lamina
posicionada a 5 mm do biossensor. Neste caso, observou-se uma expansédo da
superficie com a presenca do vapor de etanol, constatada pela deflexdo vertical de

984,45 nm, ou tenséo superficial de 458 mJ/m? calculado por intermédio da Equacéo
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8, indicando que a ponta do uC curvou-se para baixo (Figura 33 (B)) resultado de uma
tensdo de expanséo.
Na Tabela 5, sdo comparados a resposta em deflexdo (nm) para diferentes

volateis.

Figura 33 — Ensaio em modo estatico para determinacao da tenséo superficial de
expansdo ou de tracdo. Em (A) o biossensor encontra-se em repouso e em (B) o
biossensor foi exposto ao analito alvo. O deslocamento do ponto vermelho para baixo
indica que o puC curvou-se para baixo, resultando em tenséo expansiva.

VertDeflection: -0.00 V VertDeflection: -9.03 V

A) Horz Deflection: 0.07 V (B) Horz Deflection: 0.30 V

Tabela 5 — Deflexdo no modo estatico do puC funcionalizado somente na superficie
refletora, para diferentes volateis na concentragao 240kppm.

Volatil Deflexdo (nm) Tensdo (mJ/m?)
Etanol 984,45 458,21
Metanol 1046,59 487,13
Propanol 425,18 197,89
Diclorometano 59,96 27,90
Benzina 65,41 30,44
Acetona 130,82 60,89

BRANCO 0 0




Capitulo 4 - Resultados e Discusstes 87

Conforme pode ser observado (Tabela 5), a deflexdo ocorre com maior
intensidade quando o volatil € compativel com o sitio ativo da biomolécula imobilizada
na superficie do biossensor.

O mesmo método utilizado em um pC novo sem o recobrimento funcional néo
se observou qualquer deformagéo na haste com a presenca do vapor de etanol.

Conforme demonstrado por Vashit (VASHIST, S. et al., 2014), o APTES realiza
ligacdo com diversos materiais, com grande afinidade por ouro e silicio. Desta forma
o0 método de ativacdo por imersdo em APTES recobre ambas as superficies do
microcantilever, possibilitando detectar a mudanca na tenséo superficial apenas pela
alteracdo na resposta de frequéncia de ressonancia.

4.2.2 Caracterizacdo da superficie funcionalizada com a enzima Alcool

Desidrogenase

Por intermédio de imagens de AFM, foi possivel calcular a espessura da
camada funcional. Com a utilizacdo de uma lamina metalica afiada, com dureza
inferior ao substrato para ndo deformar a superficie do microcantilever, fez-se um risco
sobre a superficie funcionalizada até tocar a superficie de silicio, removendo dessa
forma apenas uma parte da camada funcional. A imagem foi feita sobre o degrau que
se formou possibilitando estimar a espessura da camada. A imagem obtida pelo perfil
da topografia da camada funcional realizada por meio de ativacao por vapor de APTES
apresentou uma distribuicdo bem uniforme com espessura média de 14,68+1,19 nm
(Figura 35). Para a funcionalizacdo obtida com ativacdo via imerséo, observou-se
uma maior rugosidade e espessura média em torno de 19,39+4,7 nm (Figura 34),
demonstrando que ha fortes evidencias da realizagéo de ligacdo cruzada no momento
da ativacdo, este fendbmeno é descrito por Acres (ACRES et al., 2012) e Vashist
(VASHIST, S. K. et al., 2014).
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Figura 34 — Microcantilever ativado com solucdo de APTES a 2 % por imerséo, com
espessura média em torno de 19,39+-4,7 nm. Em (A), vista superior, em (B), vista em
3D e em (C) um perfil datopografia com a espessura de 10 pixels.
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No grafico da Figura 34(C), estdo destacadas em vermelho as regiées onde foi
efetuado o risco pela lamina afiada. Nota-se que a regido onde a funcionalizacao
permaneceu inalterada (interface entre as duas superficies) salienta-se um acumulo
de material (azul). Esse aspecto forma-se devido a lamina repuxar parte da camada
funcional ao realizar o risco.

A Figura 35 demonstra o risco feito em um pC ativado por vapor de APTES,
onde se constatou o aspecto mais proximo de uma formacdo em monocamadas. A
espessura de cada passo da funcionalizagdo pode ser estimada baseada em
informacdes disponiveis na literatura sobre os reagentes utilizados, sendo de:
Ativacdo com APTES: 7 A - glutaraldeido: 3,0 A - Enzima Alcool Desidrogenase: 90,58
A, Total: 97,88 A (ACRES et al., 2012).
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Figura 35 — Microcantilever ativado com vapor de APTES, com espessura média em
torno de 14,68+-1,19 nm. Em (A), vista superior, em (B), vistaem 3D e em (C) um perfil
da topografia com a espessura de 10 pixels.
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A espessura estimada de uma monocamada perfeita € no minimo de 9,788 nm.
Experimentalmente, o processo que mais se aproximou foi a funcionalizacdo com
ativagdo por intermédio de vapor de APTES (14,68+1,19 nm). Esta variacdo na
espessura se deve ao fato tanto do APTES quanto ao glutaraldeido terem a
possibilidade de formacdo de mudltiplas camadas, e também deve se levar em
consideracao a presenca de imperfei¢cdes na superficie do microcantilever. Constatou-
se também na ativacao por vapor de APTES uma melhor distribuicdo da camada

funcional, com menos espacos, boa distribuicédo e baixa rugosidade.

4.3 Comparacao da susceptibilidade a temperatura e umidade para

diferentes formas de funcionalizacao

Foram comparados a variacdo na frequéncia de ressonancia e o fator de
qualidade de microcantilevers novos (sem recobrimento) e microcantilevers
funcionalizados sob diferentes condi¢cdes: (A) ar e pressédo atmosférica de 690,7 mm,
25 °C de temperatura e umidade de 50 %; (B) Ar isento sob pressao atmosférica de
690,7 mm, a 25 °C e umidade de 15 %; e (C) Nitrogénio 5.0 com pureza minima de
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99,999 % e umidade < 2 ppm-mol sob pressdo atmosférica de 690,7 mm, a 25 °C e
(D) Vapor de Nitrogénio Liquido a -2 °C com pureza minima de 99,999 % e umidade
<2 ppm.

Neste experimento, quatro diferentes métodos de funcionalizacdo foram
testados nas seguintes condi¢cdes para o pHC NSG10:

1 — Funcionalizagao por monocamadas auto-organizadas (SAM) pela ativacao
em vapor de APTES;

2 — Funcionalizacéo pela ativacdo com vapor de APTES, seguida de ligacao
covalente cruzada.

3 — Funcionalizacdo com aplicacao de 20,0 nm de ouro sobre a superficie do
microcantilever, seguido de ativacdo com TIOL a 1 mM por 24 h e formacdo de
monocamadas auto-organizadas (SAM).

4 - Funcionalizacdo com aplicacdo de 20nm de ouro sobre a superficie do
microcantilever, seguido de ativagdo com TIOL a 1 mM por 24 h com ligacdo cruzada
covalente.

Nos experimentos em que o UC de Nitreto de Silicio foi apenas limpo em agua
milli-Q e etanol (sem emprego de tratamento térmico ou solug¢do Piranha), nao foi
observada ligacao do glutaraldeido nem ativacdo com APTES/TIOL. Este fato foi
facilmente verificado, pois apdés a posterior limpeza com solucdo tampéo para
remocao dos reagentes ndo ligados o uC continuou com a mesma frequéncia de
ressonancia e fator Q originais. Dessa forma, a limpeza e oxidagcédo da superficie do

Nitreto de Silicio apresentam-se necessarios para a ligacdo do APTES/TIOL.

4.3.1 Comparacao dos diferentes métodos de funcionalizacéao

A seguir, sdo apresentadas tabelas para cada experimento, em que se variou
as condicbes de temperatura e umidade relativa observando-se a variacdo da
frequéncia de ressonancia, fator qualidade, amplitude (RMS) e a area do grafico para

cada situacao.
4.3.1.1 Microcantilever NSG10 — Novo, sem qualquer recobrimento

Na Tabela 6, os parametros e s resultados obtidos foram resumidos para cada

experimento.
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Tabela 6 — Microcantilever NSG10 — novo sem recobrimento

Meio Temperatura °C Umidade Frequéncia  Fator RMS Area Grafica  Drive Amplitude
Relativa % (KHz) Q (U.A) (mV)
Ambiente 25 45 190,90 303 0,50 1043,58 31,13
AR lsento 25 15 190,93 307 0,50 1034,47 28,54
Nitrogénio 5.0 25 0,001 190,94 321 0,51 1062,49 26,86
Nitrog. Liq -2 0,001 190,99 317 0,48 1040,16 25,32

Figura 36 — Resposta do uC novo as condi¢cdes de: ar-ambiente com 50 % de umidade
relativa, ar-isento com 15 % de umidade relativa, nitrogénio 5.0 e gas de nitrogénio

liquido.
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Para microcantilevers novos, sem recobrimento, notou-se que a area do grafico
permaneceu praticamente constante nas diversas situacdes testadas. Observa-se que
a diminuicdo da umidade relativa e temperatura proporciona uma reducdo no
amortecimento da haste, 0 que acarretou em um pequeno aumento na frequéncia de

ressonancia e no fator Q (Tabela 6, Figura 36).
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4.3.1.2 Microcantilever NSG10

organizadas (SAM) pela ativacao em vapor de APTES.

Funcionalizado em monocamadas auto-

Tabela 7 - Microcantilever NSG10 - funcionalizado por intermédio de monocamadas

(SAM)

Meio Temperatura Umidade Frequéncia FatorQ RMS Area Drive Amplitude

°C Relativa % (KHz) Gréfica (mV)

(UA)

Ambiente 25 50 214,91 90 0,5 4832,88 29,30

AR lsento 25 15 215,69 132 0,5 2996,70 26,25

Nitrogénio 5.0 25 0,001 215,69 139 0,5 3179,01 22,58

Nitrog. Lig -2 0,001 216,10 141 0,5 3199,74 21,06

Figura 37 — Resposta do pC funcionalizado em camadas auto-organizadas (SAM) as
condi¢Bes de: ar-ambiente com 50 % de umidade relativa, ar-isento com 15 % de
umidade relativa, nitrogénio 5.0 e gas de nitrogénio liquido.
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A aplicacdo de uma camada funcional organizada (SAM) comprovou que a

variacdo da umidade relativa e a temperatura tiveram uma pequena influéncia no

amortecimento da haste, dentre os diferentes métodos de funcionalizagdo € o

comportamento que mais se assimilou a um pC novo. O comportamento do grafico

(decaimento sem ruidos) apresentou-se bem similar ao de um pC novo nao

funcionalizado (Tabela 7, Figura 37).
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4.3.1.3 Microcantilever NSG10 - ativado por vapor de

por Ligagcdo Covalente Cruzada

Tabela 8 - Microcantilever NSG10- ligagdo covalente cruzada.

APTES e funcionalizado

Meio Temperatura Umidade  Frequéncia FatorQ RMS  Area Gréfica Drive
(°C) Relativa (KHz) (U.A) Amplitude

% (mV)

Ambiente 25 50 169,40 93 0,57 3272,18 4166

AR lsento 25 16 169,32 134 0,52 2928,03 1943

Nitrogénio 5.0 25 0,001 169,54 166 0,51 3102,41 1478

Nitrog. Liqg -2 0,001 169,52 141 0,51 1298,24 2125

Figura 38 — Resposta do pC funcionalizado com ligagdes

condi¢cBes de: ar-ambiente com 50 % de umidade relativa,

umidade relativa, nitrogénio 5.0 e gas de nitrogénio liquido.

covalentes cruzadas as
ar-isento com 15 % de

—— Ambiente
Ar Isento
Nitrogénio

Nitrog. Lig

= e
= S —

—— Ambiente
5007 NSG10-LIG CRUZADA Arlsento
—— Nitrogénio
— Nitrog. Lig 500 J
400
S 4004 =
% E 300
[
E g
= E 200
£ 3
< <
100
300 - B
ol -
— T T
155 160

T T T T T T T T T T T T
169,0 1691 1692 169,3 1694 1695 1696 169,7 1698 169,9 1700
Frequéncia (KHz)

T T T T T 1
165 170 175 180 185 190

Freguéncia (KHz)

Na aplicacdo de uma camada funcional desorganizada, notou-se que a

umidade teve uma grande influéncia no amortecimento da haste e a temperatura mais

baixa influenciou negativamente nos valores de amplitude, possivelmente por

enrijecer a camada funcional espessa. Com isso, pode-se visualizar que o

comportamento do gréfico (decaimento) sofre bastante com oscilacbes préximas a

base, 0 que torna menos precisa a leitura de frequéncia do pC (Tabela 8, Figura 38).
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4.3.1.4 Microcantilever NSG10 - revestido com 20nm de ouro e funcionalizado
por SAM com Tiol

Tabela 9 - Microcantilever NSG10- com recobrimento de ouro e funcionalizado em
monocamadas (SAM), ativado com Tiol

Meio Temperatura Umidade Frequéncia  Fator Q RMS  Area Grafica Drive
°C Relativa %  (KHz) (U.A) Amplitude
(mV)
Ambiente 25 50 226,00 93 0,5 3876,88 782,80
AR lsento 25 16 227,79 249 0,51 194546 376,00
Nitrogénio5.0 25 0,001 227,94 272 0,5 1675,74 368,00
Nitrog. Lig -2 0,001 228,26 372 0,54  1706,94 673,50

Figura 39 — Resposta do uC funcionalizado em camadas auto-organizadas as
condi¢cBes de: ar-ambiente com 50% de umidade relativa, ar-isento com 15% de
umidade relativa, nitrogénio 5.0 e gés de nitrogénio liquido.
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Ao depositar-se 20,0 nm de ouro pela técnica de sputtering na superficie da
haste do microcantilever, somado a camada funcional, o efeito da umidade relativa e
temperatura tornaram-se ainda mais drasticos para a variacdo de frequéncia de
ressonancia devido a formac&o de um bi-metal e menor fator de qualidade decorrente
da deposicao. Notou-se que nao ocorrem instabilidades nas proximidades do pico de
ressonancia (base do grafico), também garantindo uma boa técnica de

funcionalizacéo (Tabela 9, Figura 39).
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Nota-se em todos 0s ensaios, que a amplitude (RMS) se manteve praticamente
inalterada, o equipamento de AFM é configurado para manter a mesma amplitude e
para tal, o Drive Amplitude (mV) deve ser variado para se obter amplitudes préximas.

Observou-se gque quanto mais espessa a camada depositada sobre o uC o
AFM necessitou de mais energia para manter aproximadamente a mesma amplitude,
comprovando que a deposicdo em monocamadas sem a deposicdo de ouro na
superficie obteve resultados mais proximos de um pC novo, sendo assim, melhor

aplicado para biossensores.

4.4 Resposta dos biossensores a analito alvos

Os biossensores testados foram construidos com microcantilevers de nitreto de
silicio e silicio. Entretanto, a melhor resposta e sensibilidade foram obtidas para
microcantilevers de nitreto de silicio devido a ativacdo quimica altamente densa
proporcionada pelo material (Figura 29).

Ao se expor o0 biossensor a uma concentragao significativa do analito alvo as
condicbes ambiente (25 °C, 1 ATM, UR 50%), notou-se uma grande variacdo da
tensao superficial sobre a haste funcionalizada do microcantilever, constatada tanto
pela flexdo (quando funcionalizado apenas uma das faces) como pelo aumento
expressivo da frequéncia de ressonancia (quando funcionalizado ambas as faces,
Figura 40). Varios testes foram realizados para identificar o agente causador desta
tensdo superficial, e varias suposi¢cdes foram levantadas, para tanto foram testadas

trés condigdes diferentes de funcionalizagdo do microcantilever.
4.4.1 Ligacdo em camadas auto-organizadas (SAM)

A resposta a frequéncia de ressonancia em camadas auto-organizadas
covalentes (SAM), em 3 ensaios seguidos de 20 min cada esta representada na Figura
40. Notou-se que uma concentragdo mais alta de etanol causou um aumento
significativo na frequéncia de ressonéancia, decorrente do aumento da tenséo
superficial. Concentracdes abaixo de 300 pL/L de etanol, apenas causaram a

diminuicao da frequéncia de ressonancia (Figura 44), possivelmente pelo fato do nédo
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preenchimento de todos os sitios ativos das enzimas ativas na superficie. Como o

cofator da enzima néo esta presente nesta condi¢cdo, supomos que o sitio ativo apenas

se liga a molécula do substrato e a solta com a lixiviagdo causada pelo ar, sem

transformar a molécula em outra substancia.

Figura 40 — Resposta da frequéncia de ressonéncia do uC NT_MDT HA_NC em trés ensaios
seguidos utilizando 5,0 uL de etanol 99,9 % a uma distanciade 5,0 mm da haste, depositado
em uma lamina de vidro.
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Figura 41- Comparativo daresposta do uC novo (BRANCO) com um funcionalizado por
intermédio de SAM exposto ao vapor de 10 yL de etanol, regido (A) influéncia datenséao
superficial, (B) adsorcdo com diminuicdo da frequéncia de ressonéncia e (C)
recuperacdo do biossensor.
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Na Figura 41 foi identificada cada regiao correspondente do grafico e como o
HC novo se comporta sobre o0 mesmo experimento, demonstrando que a interacao do
vapor de etanol sobre o uC nao funcionalizado realiza pouca influéncia na resposta
de frequéncia de ressonancia, desprezivel se comparado ao uC funcionalizado.

Na Figura 40, verifica-se que o periodo de tempo de relaxamento do biossensor
foi diferente a cada ensaio em sequéncia, porém, a tensédo superficial maxima se
manteve a mesma durante os trés ensaios. Nota-se também que a fase de adsorcao
(diminuicéo da frequéncia de ressonancia) diminuiu, possivelmente devido ao fato do
vapor do etanol expulsar a umidade presente no biossensor, desta forma alterando a
frequéncia de ressonéancia a cada ensaio.

A maior espessura gerada pela ativacdo por imersdo causa alguns efeitos
indesejaveis (Figura 42), como a oscilagdo acentuada que foi observada antes e

depois da exposicdo ao analito alvo.
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O etanol ao evaporar (Item 3.6.2 Método rapido para checar a atividade e
sensibilidade do biossensor), faz com que chegue inicialmente uma concentragao
elevada no primeiro contato, o que faz a tenséo superficial do biossensor aumentar
drasticamente de forma imediata. Na medida em que a concentracéo de etanol diminui
no sistema, diminui também a tensado superficial até o ponto em que esta ndo é mais
observada. Logo apds, a variagdo da frequéncia de ressonancia diminui devido a
adsorcdo de massa, até acabar completamente o vapor de etanol (em torno de 5
minutos). Os 15 minutos seguintes sdo monitorados para checar o periodo de tempo
de recuperacao do biossensor.

No gréfico da Figura 42, séo registrados os primeiros 10 minutos (1 leitura por
minuto) para mostrar a variacdo da frequéncia de ressonancia do biossensor sem a
presenca do analito alvo. No periodo de tempo 0 é inserida uma lamina com 10,0 uL
de etanol a uma distancia de 5,0 mm do biossensor em condi¢cbes ambiente, como

ilustrado na Figura 27.
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Figura 42 - Trés biossensores diferentes ambos ativados por imersdo em APTES a 2

% por 30 min.
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Na Figura 43 é possivel ver que o comportamento dos
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biossensores

funcionalizados com ativacdo por vapor de APTES, apresentaram comportamentos

muito semelhantes quando comparados com os biossensores ativados por imersao

de APTES, comprovando ser a melhor opcéo de funcionalizacdo. Esse fato pode ser

observado pelo erro (desvio padrdo) da média do resultado dos trés biossensores

diferentes testados.
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Figura 43 - Trés biossensores diferentes ambos ativados por vapor de APTES. A
camada mais fina e uniforme torna os biossensores mais eficientes e diminui a

diferenca entre os comportamentos.
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Ao etanol se ligar aos sitios ativos, ocorre a expulsdo de moléculas de agua

presentes, alterando assim a frequéncia de ressonancia pela variacdo na massa ou

pelo aumento da tensdo superficial. Apds a enzima liberar a molécula de etanol, a

umidade do ambiente se liga a enzima, causando a oscilagdo percebida nos gréaficos

das Figura 42 e Figura 43. O maior periodo de tempo para estabilizar a frequéncia de
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ressonancia é percebido no primeiro ensaio, Figura 42, pois € onde se encontra a
maior quantidade de agua na superficie funcionalizada por ser mais espessa.

Para determinar o efeito da concentracao do etanol na resposta de frequéncia
de ressonancia, foi desenvolvido um sistema circulatério fechado com capacidade de
2,0 L contendo uma cela especial com vedacao para fixagdo do suporte do pC a fim
de minimizar qualquer interferéncia do sistema. Observou-se que em concentragdes
acima de 0,3 mL/L de etanol (Figura 44) inicia-se um processo em que surge uma
tensdo superficial muito mais significativa que o aumento de massa adsorvida na
superficie. J& com concentracdes acima de 0,6 mL/L de etanol, ocorre um aumento
exponencial da frequéncia de ressonancia, que se estabiliza ao saturar o biossensor.
Na regido entre 0,2 mL/L e 0,4 mL/L ocorre um equilibrio entre a adsorcao e tensao
superficial em que ndo ha grande variacdo da frequéncia de ressonancia, esta
transicdo faz com que o biossensor nesta faixa de concentragdo tenha menor

sensibilidade para identificar a concentracéo exata e sim uma faixa.

Figura 44 — Os gréficos exibem o espectro da variacdo da frequéncia de ressonancia
com o aumento da concentracdo de etanol de 100 a 230,000 ppm em um sistema
circulatorio fechado para trés biossensores funcionalizados em monocamadas (SAM).
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A Figura 44 mostra 0 experimento com microcantilevers do mesmo

modelo funcionalizados em SAM. Tais microcantilevers, mesmo sendo do mesmo
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modelo ndo sao idénticos, pois apresentam pequenas variagbes em todas as
dimensdes, acarretando diferentes sensibilidades (variacdo na frequéncia de
ressonancia), quantidade de biomoléculas imobilizadas entre outros; no entanto, o
comportamento desses biossensores quando expostos ao analito alvo se repete.
Para comprovar a seletividade dos biossensores (Figura 45 e Figura 46), foram
realizados ensaios com concentragdes controladas de VOCs diferentes, analisando a
resposta de frequéncia de ressonancia nas mesmas condicbes em que a
concentracdo de etanol observou-se a adsorcdo e aumento da tensdo superficial,

obtidos pela Figura 44.

Figura 45 — Teste de seletividade com diferentes VOCs em concentracdes fixas. Em
preto, baixa concentracdo e em vermelho alta concentragdo dos VOCs, equivalente as
extremidades do grafico da Figura 44. Biossensor de uC funcionalizado por SAM.
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No grafico da Figura 45 o BRANCO representa a variacao na leitura do AFM
com o biossensor em condicbes ambiente sem a presenca de qualquer reagente. O
HC funcionalizado com revestimento bioativo sofre uma ligeira variacao na frequéncia
de ressonancia com o periodo de tempo, formando uma onda senoidal que pode ser

observada na Figura 43 entre -10 a 0 min. Foi constatado que esta variagdo com o
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7 7

periodo de tempo é muito maior quando a funcionalizacdo € mais espessa,
possivelmente devido ao menor fator qualidade que aumenta o erro de leitura do
equipamento e também ao equilibrio com o0 meio ambiente. Moléculas de agua podem
ocupar o interior do sitio ativo das enzimas causando esta variacdo na frequéncia de
ressonancia, possivelmente pela variacdo de massa no microcantilever.

Por intermédio da mistura de 4 volateis diferentes com a mesma quantidade de
moléculas (Tabela 3), foi comparada a resposta do biossensor nas seguintes
condicBes: 1 — 3 ensaios seguidos de 20 minutos expondo o biossensor a 10,0 L de
etanol (Figura 46 (B)); 2 — 3 ensaios seguidos de 20 minutos expondo o biossensor a
61,7 pL da mistura dos voléateis (etanol, diclorometano, hexano e tolueno), sendo que
nesta quantidade 10,0 pL séo de etanol (Figura 46 (C)). O branco foi testado de duas
possibilidades diferentes: 1 — Com o biossensor colocado em exposicédo ao vapor da
mistura de 3 volateis (diclorometano, hexano e tolueno) e 2 — uC novo colocado em
exposicdo ao vapor da mistura de 3 volateis (diclorometano, hexano e tolueno) (Figura
46 (A)), e comparados com 0s ensaios do biossensor em exposicédo a 10,0 pL de
etanol e 61,7 pL da mistura dos volateis incluindo o etanol. O periodo de tempo de
vaporizacao total de 10,0 uL de etanol € em torno de 5 minutos e o periodo de tempo
para vaporizacéo total de 61,7 pL da mistura foi de aproximadamente 10 minutos.
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(B)

Frequéncia (KHz)

Figura 46 — Sdo comparados a resposta da frequéncia de ressonancia nas condicdes:
BRANCO - NOVO, resposta de um pC novo sem
funcionalizagdo ao vapor da mistura dos voléateis (etanol, diclorometano, hexano e
tolueno); BRANCO - Biossensor, uC funcionalizado colocado em exposi¢cdo ao vapor
da mistura dos volateis (diclorometano, hexano e tolueno); 10,0 yL Etanol (1), uC
funcionalizado colocado a exposicéo de 10,0 pL de etanol e; 61,7 pL Mistura (1) pC
funcionalizado colocado na exposi¢gdo do vapor da mistura dos 4 volateis. Em (B),
resposta do biossensor a 3 ensaios em sequéncia com a exposi¢cdo de 10,0 pL de
etanol e em (C), resposta do biossensor a 3 ensaios seguidos com a exposicédo de 61,7
puL da mistura dos quatro volateis.
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Por intermédio dos gréficos (Figura 46) foi possivel observar a seletividade do
biossensor mesmo quando exposto ao vapor da mistura de diferentes volateis. Na
situacdo em que o biossensor foi exposto a mistura dos volateis sem etanol, foi
observada uma pequena diminui¢éo na frequéncia de ressonancia (adsor¢éo) logo no
primeiro contato, no entanto no periodo de tempo de 2 min a frequéncia de
ressonancia retornou ao seu valor original. O formato do comportamento da
recuperacédo do biossensor (Figura 40), também se repetiu no ensaio com o vapor da
mistura dos volateis (Figura 46 (B e C)).

Os biossensores funcionalizados por SAM foram submetidos a testes diarios
para determinar a vida util e a sensitividade (Figura 47). Mesmo ap0s 22 dias, 0
biossensor continuou sensivel, no entanto foi constatado um aumento na opacidade,
0 que comecou a dificultar a leitura pelo AFM. Percebeu-se também um aumento no
periodo de tempo para o processamento do analito alvo, pelo periodo de tempo de
recuperacéo do biossensor.



Capitulo 4 - Resultados e Discusstes

108

Figura 47 — Periodo de tempo de utilizacdo do biossensor com enzima Alcool
Desidrogenase. Apds 22 dias, 0 biossensor continuou ativo, porém ocorreu um
aumento da opacidade da superficie impedindo o equipamento de realizar a leitura, a
variacdo (KHz) foi a sensitividade nos 22 ensaios, realizados com vapor de 10,0 yL de

etanol.
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4.4.2 Oclusao

No processo de oclusdo, a ligacdo do

glutaraldeido com os grupamentos

laterais das enzimas, forma uma estrutura polimérica funcional (gel) que recobre a

haste do uC com apenas interacdes fracas entre a camada funcional e o silicio/nitreto

de silicio. Nesta aplicacdo o pC néo sofre qualquer ativacdo/modificacdo quimica. O

glutaraldeido sob temperaturas acima de 20 °C e pH acima de 7,0, inicia 0 processo

de polimerizacéo interligando as moléculas da enzima Alcool Desidrogenase pelos

terminais de lisina disponiveis em quase toda superficie. Nesta configuragdo, o
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revestimento funcional ndo induz qualquer tensdo superficial no microcantilever,

possibilitando mensurar a quantidade do analito alvo adsorvido na superficie pela

reducado na frequéncia de ressonéancia causada pelo aumento de massa (Figura 48).

Figura 48 — Variacdo da frequéncia de ressonéncia em uC funcionalizado pela técnica
de oclusdo com adicdo de vapor de 10uL de etanol em trés repeticdes em sequéncia a
cada 20 minutos, com apenas ligagcGes fracas entre a camada sensitiva e a superficie

do microcantilever.
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A funcionalizacdo por oclusdo ndo é uma boa opcao, pois ocorre o processo

de lixiviagdo muito facilmente devido ao fato da camada funcional estar ligada a

superficie do uC apenas por ligagdes fracas. Outro fato importante a ser considerado,

é a dificuldade para controlar a espessura da camada funcional. Como as moléculas

bioativas se desprendem com facilidade, o biossensor se torna instavel, como se

observa o decaimento da sensitividade a cada ensaio consecutivo no grafico da Figura

48.
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4.4.3 Ligacédo covalente cruzada

A ligacdo covalente cruzada utiliza-se do mesmo processo empregado na
oclusdo, porém o UC é previamente ativado com APTES ou TIOL e a estrutura
polimérica formada pelo glutaraldeido e a biomolécula se liga covalentemente ao puC
pelos terminais amina (NH2) disponiveis na superficie. No entanto, a resposta de
frequéncia de ressonancia com a exposicao ao vapor de etanol é similar ao processo
de ligacdo covalente com camadas auto-organizada (SAM), diferindo apenas no
periodo de tempo de resposta de recuperagdo. Por possuir uma camada funcional
mais espessa e desorganizada esse processo requer mais tempo para atingir o
equilibrio apGs a exposi¢ao ao vapor do etanol (Figura 49).

Figura 49 — Ligagcdo Covalente Cruzado, com trés ensaios de 20 minutos em
sequéncia, com a adi¢do de 10uL de vapor de etanol em cada repeticéo.
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A ligagéo covalente cruzada € uma técnica com resultados intermediarios entre
a ligacdo SAM e a ocluséo, pois sente o efeito da tensdo superficial e também o efeito
da adsorcdo em maior escala. No entanto, € muito dificil controlar a espessura da
camada funcional sendo também muito sensivel a variacbes de temperatura e
principalmente umidade. Dessa forma, o fator qualidade fica geralmente muito baixo
dificultando a leitura pelo AFM. Entretanto, esta metodologia possibilitou comprovar
gue as biomoléculas induziram a tensédo superficial no microcantilever, e devido a
grande quantidade de moléculas presentes, foi possivel registrar o aumento da massa
devido a adsorcdo antes do efeito da tensdo superficial ser mais significativo que o
aumento de massa do biossensor.

Nos experimentos em que o uC foi apenas limpo em agua milli-Q e etanol (sem
ativacdo), ndo ocorreram a ligacdo do glutaraldeido nem do APTES/TIOL. Esse fato
foi facilmente verificado pois apés a limpeza com agua para remover 0s reagentes ndo
ligados, o uC continuou com a mesma frequéncia de ressonéncia e fator Q originais.

Outro fato observado, é que o UC logo apds a funcionalizacdo nédo deve ser
secado diretamente com gas de nitrogénio e nem colocado em dessecador com
pressdo efetiva negativa. A retirada brusca da umidade danificou a estrutura da
biomolécula causando perda da atividade. Os melhores resultados foram obtidos
utilizando um dessecador sem pressao efetiva negativa com silica gel e armazenando

na geladeira a 8,0 °C.

4.5 Caracterizacao da superficie do biossensor

Os ensaios para observacdo do comportamento da enzima imobilizada na
superficie foram realizados a partir da leitura da superficie da base de um uC
funcionalizado por inteiro com um AFM, onde a tenséo superficial ndo é suficiente para
o deformar. Para tanto, foi necessario realizar a leitura sobre a mesma area da
superficie com e sem o vapor de etanol (analito alvo), e, como ocorre tensao
superficial ao adicionar o vapor de etanol, ficou muito evidente o deslocamento da
camada funcional na superficie. Dessa forma, foi necessario realizar uma imagem com
area em torno de 90 um? para cobrir uma regido maior e consequir localizar

exatamente as mesmas regides para posterior comparacgao (Figura 50).
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Na Figura 50, foi identificada a mesma regido para analise e comparagéo
(circulo em azul). Os dados estatisticos da superficie mostraram que a ligagdo da
enzima com o0 substrato etanol ndo apenas causou um deslocamento significativo
gerado pela tenséo superficial, mas também diminuiu a rugosidade. Pela variacéo da
Curtose constatou-se que os picos ficaram mais altos e mais agudos, indicando que
ocorreu alguma compressao positiva.

Foram realizadas analises estatisticas da mesma regido com e sem a 0 vapor
de etanol, o que possibilitou com grande precisdo determinar a variacdo ocorrida na
camada funcional. Foi observada de imediato, a tonalidade mais clara da mesma
regido com a presenca do vapor de etanol (Figura 50 (B) e Figura 51), o que indica

gue a superficie esta mais alta do que a inicial (Figura 50 (A), Figura 52 e Tabela 10).

Figura 50 — Superficie de SisN4 funcionalizada ativada com APTES. Em (A-B) nota-se a
esquerda a superficie lisa e mais escura (risco) e marcado com circulos em azul a
mesma regido em ambas as imagens de 30x30 pm.

(A)
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(B)

Figura 51 — Imagem da topografia da superficie funcionalizada em 3D sem a presenca
de vapor de etanol.
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Figura 52 - —Imagem datopografia da superficie funcionalizada em 3D com a presenca
de vapor de etanol.

Tabela 10 — Informacdes estatisticas da superficie funcionalizada com e sem vapor de

etanol.
Quantidades estatisticas =~ Sem etanol, regiao Com etanol, regiéo
funcionalizada funcionalizada
Area Selecionada (um?) 27,5 x 21,7 27,1 x 21,7
Altura minima (nm) 4,27 12,14
Altura maxima (nm) 108,37 109,51
Valor médio (nm) 19,32 28,21
Mediana (nm) 16,13 25,53
Rugosidade (nm) 14,00 12,82
Curtose 8,08 13,18

O comportamento da tenséo superficial pode ser mais bem observado
ao fazer uma sec¢do na area central da imagem, analisando uma regido com 70
pontos de largura e comparando ambas as regides em um mesmo grafico onde as

regides se sobrepdem (Figura 53). Ao analisar o perfil da topografia, é notavel que a
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mesma regido na presenca do etanol apresentou uma altura mais elevada, com menor

rugosidade e os picos estdo mais agudos, como pode ser observado na Tabela 10.

Figura 53 — Analise da topografia em recorte de 70 pontos na mesma regido, com e sem a
presenca do vapor de etanol.
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A regido do grafico demarcada em azul (Figura 53) € a variacdo da espessura
do material do substrato (Tabela 11) e a regido demarcada em verde € a camada
funcional (Tabela 12). A regido intermediaria é a rebarba formada pelo repuxo da
lamina na camada funcional.

Foi observado na topografia da regido em contato com o vapor do etanol,
ocorreu uma compressao comparada com a regido sem o analito alvo, em funcéo de
a Curtose ser mais elevada, significa que os relevos estdo mais altos e agudos,

indicando uma expansao da superficie.

Tabela 11 — Analise estatistica da superficie sem a presencga do vapor de etanol, o
substrato equivale a regido demarcada em azul e a camada funcional a regido
demarcada em verde no gréfico.

Sem Etanol Substrato Camada Funcional
N total 44 99
Desvio Padréao 0,420 3,927
Minimo (nm) 0,004 16,361
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Média (nm) 1,264 22,724
Maximo (nm) 1,619 30,078

Tabela 12 — Analise estatistica da superficie com a presenca do vapor de etanol, o
substrato equivale a regido demarcada em azul e a camada funcional a regido
demarcada em verde no grafico.

Com Etanol Substrato Camada Funcional

N total 44 105
Desvio Padréo 0,796 3,448
Minimo (nm) 0,003 23,121
Média (nm) 2,272 29,685
Maximo (nm) 3,153 37,010

Subtraindo-se a altura da superficie baixa (risco) (Tabela 11) da alta (camada
funcional) (Tabela 12) possibilitou estimar a mudanga da camada funcional com e sem
a presenca do etanol. Na situacéo (A), a altura estimada na regido funcionalizada foi
de 21,46 £3,927 nm e em (B), 27,413 3,448 nm, uma variacdo média de 5,593 +3,927
nm, ou seja, aumento de 22,22 %.

Para fazer uma imagem da topografia em escala nanometrica, foi hecessario
encontrar uma regiao plana sem grumos ou imperfei¢des, o que possibilitou mensurar
as enzimas imobilizadas na superficie, a imagem foi tratada pelo método de Fourier
(Figura 54).
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Figura 54 - Em (A) Enzima alcool Desidrogenase ligada em monocamada na superficie
de silicio na auséncia de vapor de etanol e em (B) com vapor de etanol ligado ao sitio
ativo, imagens de 200x200 nm.

(B)

Ampliando a Figura 54(A e B) foi possivel analisar as mudancas na superficie
em escala nanométrica (Figura 55 e Figura 56), pode-se analisar as imagens em

dimensdes de 90x90 nm detalhando a distribuicdo das enzimas, permitindo uma
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comparacao do didametro das moléculas presentes na auséncia e presenc¢a do vapor
de etanol.

Figura 55 - Leitura sem etanol (50x50 nm): média dos diametros das enzimas de 5,98
nm, desvio padréo de £0,539 e erro experimental de 9,01 %.

n Ax[nm]  Ay[nm] ¢ [deg]
1 23 -2.5 24.3
2 47 -3.2 34.3
3 5.5 -24 233
4 5.2 -2.9 29.
5 45 5.4 -50.0 7.0
6 3.7 -35 433 5.0
7 5.1 42 -39.7] 6.6
8 5.5 -2.5 24.3| 6.0
g 5.1 -3.1 31.7 6.0
10 5.1 -2.3 24.1 5.6

Figura 56 - Leitura com etanol (50x50 nm): média dos didmetros das enzimas de 8,64
nm, desvio médio padrédo de +0,71 e erro experimental de 8,29 %.

n Ax [nm] Ay [nm)] @ [deg] R [nm]
1 5.0 -54 47.4 74
2 8.9 -0.3 2. 9.0
3 6.1 -34 28.9 6.9
4 6.2 6.4 -45.3 8.9
5 6.5 6.5 -45.0 9.3
6 53 -8.0 56. 9.6
7 8.8 3.7 -22.% 9.5
8 -6.1 -5.3 139.4 8.0
9 43 -7.8 61.1 8.9
10 8.1 -3.2 21 J' 8.8

O didmetro das enzimas com a presenca de etanol no sitio ativo, conferido no
software Discovery Studio 4.5, é de 9,05 nm no maior eixo. Tal dado mostrou-se
condizente com a medida feita por AFM sobre a camada funcional, com média de 8,64
nm, desvio médio de +0,71 e erro experimental de 8,29 %. Foi identificada

experimentalmente uma mudanca de aproximadamente 30 % na conformacdo da
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enzima ligada ao etanol em relacdo a nao ligada, o que se supde ser a causa do
aumento da tensao superficial na superficie do microcantilever. Esse fato também foi
confirmado experimentalmente pela diminuicdo da rugosidade e aumento da
espessura e Curtose da camada funcional com o etanol ligado aos sitios ativos das

enzimas.

4.6 Recuperando Microcantilevers

Devido ao alto custo dos microcantilevers, demora na aquisicdo devido a
dificuldades no processo de importacdo e somado a situagéo econdmica atual, torna-
se necesséario o desenvolvimento de alternativas viaveis para a recuperacdo dos
microcantilevers e sua reutilizacdo em biossensores. Além disso, a necessidade de
uma grande quantidade de microcantilevers para sucessivos ensaios e também
devido a extrema fragilidade desse item, a busca por meios de recuperacdo desse
material torna-se cada vez mais interessante.

Na tentativa de recuperar os microcantilevers funcionalizados, foram testados
diversos acidos como H2S0O4, HCI, HNOs e algumas bases fortes. No entanto, em
todas as situacdes houve a formacdo de residuos que permaneceram ligados a
superficie, impossibilitando a reutilizacdo dos microcantilevers. Técnicas mais
agressivas como raspagem e mesmo a utilizacao de ultrassom se mostraram inviaveis
devido as dimensdes do pC e sua fragilidade.

A melhor solucédo encontrada foi por intermédio do emprego de tratamento
térmico, levando em consideracéo a temperatura de ebulicdo de cada componente da
camada funcional e o ponto de fusdo dos componentes do pC (Tabela 13). Varias
temperaturas e periodos de tempo de exposi¢ao foram testados.

Microcantilevers com revestimento de Ouro, Aluminio ou que sao dopados de
Antimonio, em temperaturas acima de 600 °C deterioram demasiadamente a
superficie refletiva do microcantilever, ficando com aspecto poroso e espalhando o
feixe de laser. O ideal é fazer com que o laser reflita bem na ponta da haste, mas
dependendo da deterioracdo da superficie € necessério fazer uma varredura no uC

até encontrar um ponto de menor espalhamento. A temperatura de 700 °C /2h gerou
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danos graves a superficie da haste e aumentou a frequéncia de ressonancia em torno
de 2 %.

A temperatura de 500 °C por 8 h com resfriamento de 10 °C/min causou minimo
dano a superficie refletiva quando observado o espalhamento do laser no fotodetector
e ndo alterou as caracteristicas fisicas do microcantilever. Apenas sobraram alguns
residuos (p0O) na haste os quais foram facilmente removidos com imersédo em solucao

Piranha por 30 segundos (Figura 58).

Tabela 13 — Ponto de Fuséo e Ebulicdo dos principais componentes de um biossensor
(WHITESELL, 1998)

Material Ponto de Fuséao (°C) Ponto de Ebulicdo (°C)
Silicio 1,414 2,357
Ouro 1,064 2,970
Aluminio 660,3 2,470
Antimoénio 630,8 1,587
Glutaraldeido -14,0 187,0

APTES 213,0-216,0

Etanol -114,0 78,4

De uma forma geral, a maioria dos compostos organicos se decompbe a
temperaturas inferiores a 300 °C. Utilizando uma mufla a 500 °C/8h foi constatada a
degradacédo total da camada funcional, com formac&o de alguns poucos granulos
escuros soltos (carvao) que ao lavar em agua Milli-Q ou etanol a remocao néo foi
completa (Figura 59(B)). Esse aspecto pode ser observado pelo contorno escuro entre
os grdos da superficie. Entretanto, a remocao desses residuos foi completa apés
tratamento do uC em solugao Piranha por alguns segundos (Figura 58(B e C)). Com
temperaturas abaixo de 400 °C ndo temos garantias que ira ocorrer deterioracao total
da camada funcional e como foi verificado, acima de 600 °C ocorre a deformacao da
superficie refletiva de ouro e aluminio, tornando-a opaca ou com grande porosidade e
espalhando o feixe refletido.

Outros beneficios do tratamento térmico foram constatados, como o auxilio na
formacéo da oxidacao da superficie do uC (grupamento OH), tornando desnecessaria
a utilizacdo da solucéo Piranha por periodos de tempo de 5 minutos antes de outra

funcionalizacéo, alguns segundos foram o suficiente. Para microcantilevers com
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revestimento de ouro, o tratamento térmico proporcionou uma melhor adeséo do ouro
a superficie do microcantilever, constatado ndo apenas pelo descolamento visivel na
caixa de armazenamento (Figura 57), mas também quando em tratamento com
solucdo Piranha e pela mudanca na frequéncia de ressonancia com aumento em

ordem de 5 %.

Figura 57 — (A) Descolamento do banho de ouro da superficie dos microcantilevers
novos quando retirados da caixa de armazenamento (posi¢des de 6 a 20), (B)
tratamento térmico dos microcantilevers.
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Figura 58 — (A) Microcantilever novo, (B) funcionalizado e recuperado por tratamento
térmico 500 °C 8h e limpo com solu¢éo Piranha (C) funcionalizado e recuperado por
tratamento térmico 500 °C 16 h limpo com piranha.

.

Lo

A 2 SEM SEI 2.0kV X20,000 WD 7.5mm Tum

4 ’
2.0kV X20,000 WD 7.5mm Tum

Mesmo ap0ls dois tratamentos térmicos e seguido de limpeza rapida com
solucdo Piranha o0s microcantilevers mantiveram suas caracteristicas fisicas
praticamente inalteradas, porém a ativacdo deixa a superficie mais opaca a cada
processo de funcionalizacdo. Os biossensores obtiveram sucesso a até dois
processos de recuperagdo, a partir do terceiro a superficie apresentou opacidade
elevada ao ponto de impedir a reflexdo do laser e ndo operar devidamente no
equipamento de AFM. Nos microcantilevers TAP300G, compostos somente por Si
(100), sem recobrimento refletor, temperaturas de até 700 °C por 8 h pouco
influenciaram em suas caracteristicas fisicas, e a partir de 900 °C por 8 h suas
caracteristicas fisicas foram alteradas de forma significativa, inutilizando o uC (Figura
59).
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Figura 59 — Em (A) Superficie funcionalizada, (B) Superficie funcionalizada e depois
tratamento térmico por 500 °C por 8 h e limpa somente com etanol, (C) Tratamento
térmico por 900 °C por 8 h.

RAPA 2 SEM SEI 20kV  X20,000 WD 7.4mm Tum (B) EMBRAPA 2 SE| SEI 20kV  X20,000 WD 7.5mm Tum

(C) EMBRAPA 2 s SEI 20KV X20000 WD75mm  1um



Capitulo 5

CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste trabalho, foram avaliadas por intermédio do modo dinamico de leitura em AFM, as
alteracbes das respostas de frequéncia de ressonancia em microcantilevers
funcionalizados por diferentes metodologias empregando a enzima Alcool Desidrogenase
em diferentes condi¢des de temperatura e umidade relativa. Dessa forma, apresentamos
um biossensor que utiliza método de transducdo bioquimico, diferente dos sensores

quimicos convencionais.

5.1 Enzima Alcool Desidrogenase

A enzima Alcool Desidrogenase teve primeiramente sua atividade testada em
meio aquoso, no entanto, também apresentou atividade quando imobilizada na
superficie do microcantilever. Sugerimos pelo fato da enzima imobilizada ndo possuir
o B-NAD em seus sitios ativos, a molécula de etanol se liga ao sitio, mas ndo ocorre
qualquer transformacdo na molécula, e esta acaba se desligando por lixiviagdo. Tal
fato foi constatado nos ensaios com o AFM devido ao aumento de massa e mudancga
na tensao superficial durante o experimento apenas com os analitos alvos que se

ligam a enzima.
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5.2 Resultados experimentais

Ao modificar a superficie do pC com camadas funcionais bioativas,
confeccionadas com 0s mesmos reagentes, mas de arranjos diferentes, obtivemos
comportamentos distintos de acordo com as condi¢fes a que foram aplicados.

Com a utilizacédo de técnicas de XPS, foi possivel caracterizar o processo de
ativacdo dos microcantilevers, que € um dos passos mais importantes e significativos
na obtencdo dos biossensores.

Mesmo utilizando microcantilevers com hastes de comprimento e constante de
mola (k) diferentes, o comportamento fisico sob diversas condi¢cdes se assemelhou
proporcionalmente, demonstrando que hastes mais longas com constante de mola
baixa estdo mais propensas a interferéncias do ambiente como umidade relativa,
temperatura e tendem a formar dois ou mais picos de ressonancia, que dependendo
da proximidade inviabiliza a aplicacdo em modo dinamico. Os experimentos
mostraram que o biossensor que apresentou melhor estabilidade, sensitividade e
periodo de tempo de resposta foi o funcionalizado com somente ligacdes covalentes
auto-organizada (SAM) em todas as etapas e ativado por vapor de APTES. Esse
biossensor apresentou espessura mais proxima a calculada pela soma do
comprimento de cada monocamada aplicada. Também ficou comprovado que o uC
mais proximo do ideal para aplicacdo em biossensores operando em condicdes
ambientes, e no modo dinamico, preferivelmente possuir uma haste entre 80 a 130
pum. Dessa forma, fornecerd uma area suficiente para ligar uma quantidade
significativa de biomoléculas e apresentara uma constante de mola k superior a 20
N/m. Quanto mais alta a frequéncia de ressonéancia natural, maior € sua variacao
guando em contato com o analito alvo, desta maneira obtivemos fatores de qualidade
(Q) proximos do uC novo, com picos de ressonancia bem definidos e sem a formacgéao
de picos secundarios préximos, gerando pouco ofuscamento da superficie, maior
sensitividade e menor periodo de tempo de resposta. A umidade relativa € um fator
determinante no amortecimento do microcantilever, tendo maior influéncia em
revestimentos mais espessos que possibilitam maior adsor¢éo. A ligacdo cruzada em
ambas as situa¢gbes demonstrou ndo haver ganhos quanto a variagao da amplitude
de vibracdo, principalmente em temperaturas mais baixas onde pode ocorrer o

congelamento da camada superficial, amortecendo a vibragcédo da haste.
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Em biossensores confeccionados com 0s mesmos reagentes, mas de arranjos
diferentes, concluiu-se que somente quando ha ligacdes covalentes entre a superficie
do uC e a camada funcional, é constatado o efeito da tensdo superficial. Esse efeito
pode ser facilmente detectado pelo aumento da frequéncia de ressonancia, o que
possibilitou identificar e quantificar a concentracéo de etanol necesséria para alterar a
tensao superficial.

Imagens realizadas com o microscopio de forca atbmica (AFM) possibilitaram
analisar e comparar a topografia da superficie funcionalizada, com e sem a ligacéo do
analito alvo ao sitio ativo das enzimas presentes na superficie. Foi observado também,
nas imagens topogréaficas da superficie funcionalizada com e sem a presenca de
etanol, sendo com a presenca do vapor de etanol um aumento na altura em torno de
22 % e o diametro médio das enzimas aumentado em aproximadamente 30 %, tendo
em vista a diminui¢cdo da rugosidade e aumento da Curtose, sugerindo que a mudanca
conformacional da enzima realizada para o analito alvo se ligar no sitio ativo € um dos
principais motivos pelo qual ocorre a mudanca na tensao superficial. A operacédo em
modo dinamico permitiu detectar desde a menor variacdo da massa adsorvida na
camada bioativa (poucas moléculas), até o momento em que a tenséo superficial foi
mais significativa que o aumento da massa, estimando pela variacao frequéncia da
ressonancia a concentracao do analito alvo diluido em meio gasoso. No modo estatico
a deteccao se inicia quando a tensao superficial € suficientemente grande para iniciar
a flexdo da haste do microcantilever. Por todas estas observacdes, estamos supondo
que além das interacbes intramoleculares, intermoleculares e termodinamicas
ocorridas nas enzimas ao se ligar o analito alvo, a mudanca conformacional das
enzimas desempenhou uma expressiva e notavel mudanca na rugosidade e
espessura da camada funcional do microcantilever.

A biomolécula imobilizada na superficie permitiu a geracao de um biossensor
seletivo e com periodo de tempo de resposta rapido e sensivel. Como a enzima
imobilizada é grande em tamanho, bem maior do que a distancia de dois terminais da
superficie ativada, ndo foi observada diferenca na sensibilidade na metodologia de
ativacdo, mas certamente pelo fato da ativacdo com TIOL ser mais densa do que com
APTES, possivelmente com biomoléculas de tamanho reduzido talvez podemos supor
gue tenha uma maior densidade de moléculas ligadas a superficie e

consequentemente maior sensibilidade.
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A enzima Alcool Desidrogenase obteve boa fixacdo ao microcantilever, sem
perder a atividade e mesmo com sucessivas limpezas com solugdo tampédo nao
ocorreu a remocao das biomoléculas. Foram testados diversos compostos organicos
volateis e somente as moléculas compativeis com o sitio ativo da enzima realizaram
ligacdo, constatado pela variacdo da frequéncia de ressonancia. Outras maneiras de
funcionalizacdo também se mostraram sensiveis ao analito alvo, porém o fato de
possuirem uma camada funcional mais espessa causaram diversos efeitos
indesejados: como a reducéo do fator qualidade (Q) (aumentando o erro de leitura do
AFM), aumento da opacidade da superficie refletora, oscilacdo da frequéncia de
ressonancia em repouso, alta susceptibilidade a variagcbes de temperatura e da
umidade relativa (UR(%)). Também foi comprovado a relacdo da biomolécula com o
aumento da tensdo superficial no microcantilever. A camada funcional mostrou-se
estavel e sensitiva em até 22 dias de experimentos aplicando vapor de etanol em
excesso. Apoés este periodo o biossensor continuou sensivel, porém aumentou o
periodo de tempo de recuperacdo apos a exposicao ao analito alvo e apresentou um
aumento na opacidade da superficie dificultando a leitura pelo AFM.

Os microcantilevers funcionalizados foram armazenados a 8,0 °C por 4
semanas, apresentando maior sensibilidade de 2 a 3 dias ap6s a funcionalizacao.
ApOs este periodo a sensibilidade se mantém praticamente estavel, e apés 4 semanas
torna-se instavel e com a leitura dificultada no AFM.

A deteccdo do biossensor, por intermédio do arranjo experimental
desenvolvido, se iniciou com a concentracdo de 100 ppm em condicbes ambiente
(pressdo 1 ATM, 25,0 °C e UR 50,0%) até o limite de 230.000 ppm (Tabela 14).
Sensores comerciais ceramicos resistivos de alta sensibilidade (MQ-3 GAS SENSOR
- HANWEI ELETRONICS CO. LTD) iniciam a deteccédo em 25 ppm até 5.000 ppm em
condicbes ambiente, no entanto ndo sdo seletivos, ou seja, a presenca de volateis
sera detectada, mas n&o serd possivel a identificacdo do reagente presente. O
biossensor por intermédio do AFM em condi¢cbes especificas (baixa pressédo e

temperatura) alcanca sensibilidade na ordem de ppt (partes por trilh&o).
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Tabela 14 — Caracteristicas e parametros do biossensor desenvolvido na obtencéo dos
melhores resultados (SAM), considerando disturbios provocados pelo ambiente.

Caracteristicas e parametros do biossensor desenvolvido

Sensibilidade
Reprodutibilidade
Repetitividade
Faixa 6tima de temperatura
Umidade Relativa
Tempo de meia vida
Temperatura de armazenamento
pH Otimo
Linearidade
Tempo de resposta
Transdutor
Sinal de saida
Seletividade

Microcantilever

100 a 230.000ppm de etanol
>90%
15 ensaios (93%)
25,0+ 3,0°C
0,2 a 50%
432h
8,0°C
8,6
N&o linear
<1s
Mecénico/atico
Frequéncia de ressonancia (KHz)
Etanol, Metanol e Isopropanol
Si e Si3N4

5.3 Contribuicdes e Limitagbes

Neste trabalho, os biossensores com pC analisados em modo dindmico em
AFM, permitiram identificar qual o melhor processo de confec¢cdo assim como as
reacoes a diversas concentracfes diferentes e a diferentes volateis organicos. Os
resultados obtidos auxiliaram na identificacdo das suspeitas ao qual ocorre a
modificacdo na tensao superficial com a aplicacdo de revestimentos com
biomoléculas, a comprovagdo da atividade das biomoléculas imobilizadas e a
caracterizacao da superficie em cada etapa. As unicas limitacbes somente foram para

aguisicao de alguns equipamentos e materiais laborais.
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5.4 LicOes aprendidas

Diferente do que se aprende em engenharia, quando se trabalha com
biossensores inumeros fatores fazem com que a reprodutibilidade exata na confec¢éo
seja muito dificil, ou talvez impossivel com as tecnologias atuais, pois ainda ndo temos
a producdo de microcantilevers com exatamente as mesmas caracteristicas fisicas.
Mesmo sendo da mesma marca e modelo, ha diferencas na frequéncia de ressonancia
e dimensdes, varia-se também a constante de mola k, os reagentes também sofrem
pequenas mudancas de lote para lote e a forma como sdo armazenados e
transportados pode interferir no procedimento experimental. O correto processo de
imobilizacdo da biomolécula também depende de fatores externos como
contaminacdo, qualidade da ativacdo da superficie, controle de umidade relativa, pH

e temperatura.

5.5 Trabalhos Futuros

Como perspectiva, € de extrema importancia utilizar todo o conhecimento e
potencial adquirido neste trabalho para a geracao de novos modelos de biossensores,
seja com o intuito de realizar a imobilizacdo de diferentes biomoléculas ou na
aplicacdo de outros métodos de imobilizacdo e ativagdo da superficie de
microcantilevers como, por exemplo, a utilizagdo de plasma de oxigénio para a
limpeza e oxidacdo do silicio e aplicacdo de polimeros como polietilenoglicol para
adesdo de biomoléculas. A modelagem computacional da enzima Alcool
Desidrogenase também podera auxiliar no reconhecimento de sua mudanca
conformacional e nos fenémenos fisicos e quimicos que ocorrem com a interacdo do
sitio ativo com o analito alvo. Outras aplicacfes na agricultura podem ser propostas,
com o uso da metodologia de desenvolvimento de biossensores, tais como: a)
deteccdo de feroménios, de interesse de doencas da agropecuaria, como a questao
do bicudo do algodao; b) O amadurecimento de frutas; c) O estado da maturacao de
carnes; d) Deteccado de determinados agentes patoldgicos, e) Deteccéo de explosivos,

f) Deteccdo de drogas, g) Deteccéo de infeccbes hospitalares e h) Aplicacdo como
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biossensor para os novos métodos de fenotipagem de plantas, para a detec¢cédo de
VOCs relacionados a doencas de plantas. Ainda como sugestéo de trabalhos futuros,
observa-se da literatura especializada arrays de microcantilevers com até 8 agulhas
em uma unica base, 0 que permite a criacdo de biossensores para analise de

diferentes analitos alvos simultaneamente.
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Anexo A*

ENnzIMA ALcoOL DESIDROGENASE

1 - Caracteristica da Enzima Alcool Desidrogenase

Alcool Desidrogenase de Saccharomyces cerevisiae;

Sigma Aldrich codigo: A7011;

PDB: 4W6Z;

Temperatura de armazenamento —20°C;

CAS RN 9031-72-5;

EC1.1.1.1;

Sinonimos: ADH; Alcohol:NAD+ oxidoredutase;

Alcool Desidrogenase de fermento de padaria;

A Alcool Desidrogenase pode ser utilizada para a determinacéo enzimética de
uma baixa concentracdo de etanol em solucdo aquosa,;

Peso molecular: 141-151 kDa;

Comprimento [A]  Angulos [°];

a=144.34 (14,434nm) o =90.00;

b=144.34 [ =90.00;

c=128.20 vy =120.00;

A enzima Alcool Desidrogenase é um tetramero que contem 4 subunidades
iguais. Em cada sitio ativo contem um atomo de zinco, dois grupamentos sulfidrila
ativos e um residuo de histidine;

Ponto isoeletrico: 5.4-5.8;

pH 6timo: 8.6-9.0;

Cofatores: 3-NAD and 3 —NADH,;
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Substratos: A enzima é mais ativa com etanol e a sua atividade diminui a
medida que o tamanho do &alcool aumenta ou diminui. alcoois de cadeia ramificada e
alcoois secundarios também tém muito baixa atividade.

KM (etanol) = 2.1 x 102M;

KM (metanol = 1.3 x 101 M;

KM (isopropanol) = 1.4 x 101 M;

Inibidores: Os compostos que reagem com sulfidrilos livres, incluindo N-

alquilmaleimidas e iodoacetamida.

2 — Curtose

A Curtose é uma medida de dispersdo que caracteriza o pico de uma curva,
significa verificar o grau de achatamento de uma curva, ou seja, identificar se o

conjunto é mais afilado ou mais achatado em relacdo a uma curva padrao.

Figura 60 — Valores de Curtose para diferentes curvas, em (A) Curtose = 1.8, (B) Curtose
=3 e em (C) Curtose = 4.2

(A = & = = = &« +(B)r = = 7 = - o ~

CASELLA, George, e BERGER, Roger L. Inferéncia estatistica - traducéo da 22 edicdo norte-americana.
Centage Learning, 2010 ISBN13: 9788522108947, ISBN10: 8522108943. Pagina 72

3 - Cuidados nos procedimentos experimentais

Ao lidar com os processos experimentais deste trabalho, varios detalhes foram
constatados para a melhoria do produto final. Inicialmente apenas uma pequena
parcela (~30%) dos microcantilevers funcionalizados efetivamente funcionou como
biossensores. A maioria ou ndo apresentava sensitividade suficiente ao analito alvo

ou simplesmente ndo ocorria a adeséo das biomoléculas a superficie.
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Por se tratar de nano-biossensores, inumeros fatores quimicos e fisicos podem
influenciar e interferir na sua confec¢cdo, como contaminacgdes, preparo e manuseio
dos reagentes, calibracdo do equipamento laboratorial, temperatura, pH entre outros.
Todo o cuidado é necessario, pois uma falha em qualquer passo do processo € o
suficiente para ndo obtencdo do biossensor funcional.

Um dos principais problemas que foi constatado no decorrer dos experimentos
foi confirmado pela técnica de XPS, que € a contaminacdo. Foi constatada a
contaminacdao por iodo e enxofre em algumas amostras analisadas, sendo que o iodo
pode estar presente em alguns detergentes para limpeza da vidraria laboral e assim
como no sal de uso doméstico, sendo que o simples toque com a pele humana é
suficiente para contaminar a superficie. O enxofre é normalmente um residuo do
processo de limpeza e oxidagcdo do microcantilever, que pode ser removido por
aquecimento. O sucesso de quase 100% na obtencéo dos biossensores so foi obtido
tomando precaucdes extremas no manuseio e preparo dos componentes. A utilizacéo
de pipetadores e reagentes de uso comum em laboratorios sdo passiveis de
contaminacdo. A utilizacdo indevida de um pipetador pode vir a contaminar o embolo
e todo mecanismo de acionamento, e a cada utilizacdo propagar essa contaminagao
para diversos reagentes. A “tip” utilizada no pipetador também pode conter
contaminantes, que mesmo em propor¢des muito pequenas em uma aplicacao nano,
ja é suficiente para alterar os resultados. Dessa forma, a utilizacdo de “tips” novas é
obrigatorio, e importante para o sucesso da correta funcionalizacdo. Mesmo estufas
para secagem tem enorme potencial para contaminacdes, pois os vapores de
diferentes reagentes podem estar presentes (Figura 61). O isolamento dos reagentes
e de pipetadores calibrados com “tips” novas, foram essenciais para a confecgcao dos

biossensores.
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Figura 61 — Pipetadoras, reagentes e estufas de uso comum, potenciais itens para
contaminacao.

No decorrer dos experimentos também foi constatado que reagentes de mesma
marca e modelo, mas de lotes diferentes podem também alterar os resultados
experimentais. Como exemplo, foi necesséaria a aquisicdo de mais enzimas Alcool
Desidrogenase do tipo A7011, fornecido pela Sigma Aldrich (Figura 62). No primeiro
lote, 0 aspecto da enzima apresentou coloracdo marrom escura e flocado, entretanto,
no segundo lote, encontrou-se uma coloracdo branca e finamente granulada. Nos
ensaios de atividade realizados pelo espectrofotdmetro, o resultado de atividade foi
proporcionalmente igual para ambos os lotes, no entanto, ao aplicar como camada
funcional, foi constatada que o lote mais novo (coloragcéo branca) apresentou uma
maior facilidade para lixiviacdo, e consequentemente, a adesdo com o glutaraldeido
se mostrou menos eficaz. Tal fato pode ser comprovado ao testar o biossensor apés
o processo de funcionalizacéo, ao se medir a sensibilidade antes e depois do processo

de limpeza para remocao de biomoléculas néo ligadas.
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Figura 62 — Reagentes de lotes diferentes podem apresentar comportamentos
diferentes em algumas situagdes.

Lot# 111M7380V
fogenase, from Jek
.

S cerevisiae

O manuseio dos reagentes também exigiu atencdo especial. No preparo da
solucdo Piranha, verificou-se a necessidade de misturar os reagentes de forma
intensa até o ponto de borbulhamento. Nos ensaios em que a solucéo foi preparada
sem muita agitacdo, os microcantilevers depositados sobre a mesma solucdo
apresentaram diferentes niveis de oxidacao, sendo que sdo todos do mesmo material.
Tal ocorrido indicou que a mistura dos reagentes ndo estava homogénea.

A diluicdo da enzima Alcool Desidrogenase, em solugdo tamp&o, com o pH
devidamente ajustado, deve ser realizada de forma suave e constante, sem formacéao
de bolhas de ar ou agitacdo intensa, o que pode provocar danos na molécula e
diminuicdo ou perda da atividade. ApoOs o processo de funcionalizagéo, foi constatado
experimentalmente que a secagem do biossensor deve ser realizada a temperatura e
pressao ambientes, nos casos em que foi utilizado um sopro de gas de nitrogénio ou
foi submetido a baixas pressdes por meio de dessecador com pressédo efetiva
negativa, a expulsdo rapida das moléculas de agua presentes nas biomoléculas
causou a perda de atividade das enzimas.





