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RESUMO

SILVA, Aline Cristine Nanuh da.Estudo de “Superficies Inteligentes” para Desenvolvimento
de Nanobiossensores. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Materiais) — Centro de Ciéncias
e Tecnologias para Sustentabilidade, Universidade Federal de S&o Carlos, Sorocaba, 2012.

A utilizacdo de herbicidas vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos e, como
consequéncia, tem-se também um aumento da exposicao dos ecossistemas e da vida humana a
esses compostos altamente toxicos. O estudo e desenvolvimento de metolodologias com
maior sensibilidade, no que visa a deteccdo desses pesticidas, vém se tornando extremamente
relevante. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo estudar o desenvolvimento de um
nanobiossensor, aplicando pontas de AFM funcionalizadas e Espectroscopia de Forca
Atdmica (AFS), para deteccdo dos herbicidas imazaquin e metsulfuron-metil, inibidores da
enzima ALS. Estudou-se a forca e o trabalho de adesdo entre pontas de AFM, néo
modificadas e modificadas quimicamente atraveés da imobilizacdo da ALS, e substratos
contaminados com os herbicidas imazaquin e metsulfuron-metil. Além disso, as pontas foram
caracterizadas por espectroscopia no infravermelho (FTIR) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Os resultados possibilitaram constatar diferencas entre as pontas
funcionalizadas e ndo funcionalizadas, analisar as propriedades individuais de cada uma, bem

como desenvolver um nanobiossensor para deteccdo de herbicidas.

Palavras-chave: Enzimas. Herbicidas. Nanobiossensores. Nanociéncia. Sensores.
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ABSTRACT

The use of herbicides has increased considerably in recent years and as a consequence, it has
also been an increased exposure of ecosystems and human life to these highly toxic
compounds. The study and development of metolodologies with greater sensitivity, which
aims at the detection of these pesticides, are becoming extremely relevant. Thus, this study
aimed to study the development of a nanobiosensor applying functionalized AFM tips and
Atomic Force Spectroscopy (AFS) for detection of herbicides imazaquin and metsulfuron-
methyl, ALS inhibitors. We studied the force and work of adhesion between AFM tips,
unmodified and chemically modified by immobilization of ALS, and substrates contaminated
with imazaquin and metsulfuron-methyl. In addition, the tips were characterized by infrared
spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscopy (SEM). It was possible to see
differences between the tips functionalized and not functionalized, analyze the properties of

each individual and develop a nanobiosensor for detection of herbicides.

Keywords: ~ Enzymes.  Herbicides. =~ Nanobiossensores.  Nanoscience.  Sensors.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Essa dissertacdo esta divida em 6 (seis) topicos, como segue abaixo:

No tépico 1 (um), referente a Introducéo, apresenta-se ao leitor um resumo sobre a
problemética do desenvolvimento de métodos de deteccdo de herbicidas, e a modificagdo
quimica de pontas de AFM para aplicacdo em nanobiossensores.

No tdpico 2 (dois) sdo apresentados os Objetivos do estudo desenvolvido.

No topico 3 (trés), referente a Fundamentacgdo Teolrica, apresenta-se uma pesquisa
bibliogréafica referente ao desenvolvimento e aplicacdo do Microscopio de Forca Atbmica
(Atomic Force Microscopy - AFM), seus modos de operagdo, as forcas envolvidas na
superficie em andlise, o trabalho de adesdo na interface, assim como uma descri¢do sobre o
método do angulo de contato. Este topico aborda também uma discusséo sobre as técnicas de
Espectroscopia de Forca Atomica (Atomic Force Spectroscopy - AFS) e Funcionalizacdo de
pontas de AFM, assim como relata as caracteristicas da enzima Acetolactato Sintase
(Acetolactate Synthase - ALS) e dos herbicidas inibidores da mesma.

No topico 4 (quatro), referente a Metodologia (Materiais e Métodos), sdo descritos
o0s processos de funcionalizacdo quimica das pontas de AFM funcionalizadas e caracterizagdo
das pontas de AFM funcionalizadas e nao funcionalizadas, além dos processos de preparacao
das enzimas e herbicidas.

No tdépico 5 (cinco), referente aos Resultados e Discussfes, apresenta-se 0S
resultados mais importantes e relevantes, correlacionados com os modelos tedricos. Além
disso, elucida os testes de sensoriamento e seu grau de confiabilidade.

No tdépico 6 (seis), referente a Consideracfes Finais, apresenta-se as principais
conclusbes do presente estudo, além de uma perspectiva para futuros trabalhos a serem

desenvolvidos nessa area de pesquisa.
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1 INTRODUCAO

O consumo de herbicidas na producédo agricola tem aumentado significativamente
nos ultimos anos. Apesar de beneficiar o aumento no rendimento da producéo agricola, seu
acumulo nos alimentos pode causar sérios danos a saude humana. Uma pesquisa mundial
estima que aproximadamente cerca de 3 (trés) milhdes de pessoas sejam gravemente
envenenadas e cerca de 220.000 (duzentos e vinte mil) morrem anualmente em decorréncia da
bioacumulagdo desses compostos na cadeia-alimentar”.

Herbicidas sdo compostos quimicos que agem diretamente em processos
metabdlicos. Eles foram desenvolvidos com o objetivo de proteger as plantacbes das pragas,
porém o desvio desses compostos para 0 solo, agua e ar vem ocasionando reacdes adversas
aos organismos Vvivos e ao ecossistema®. A exposicdo humana a esses compostos pode
provocar dores de cabeca, distrbios endécrinos e até mesmo cancer®. Mesmo que sejam
expostos a pequenas quantidades, danos irrepardveis podem ser causados a saude humana,
principalmente se a mesma ocorrer no estagio fetal ou na infancia®. Dessa forma, o
desenvolvimento de metodologias capazes de detectar pequenas quantidades desses agentes
quimicos, de forma réapida e eficaz, se torna bastante relevante. Nesse aspecto, a utilizacdo de
nanobiossensores tem se mostrado uma alternativa promissora na analise de compostos
mesmo em baixas concentracdes, sendo uma excelente alternativa para a deteccdo desses
agentes herbicidas®®"®.

Os nanobiossensores sdo dispositivos formados por biomoléculas com atividade
catalitica em contato com um transdutor fisico (eletroquimico, éptico, piezelétrico) que
converte o sinal quimico em sinal biolégico®, No presente trabalho, utilizaram-se pontas de
AFM modificadas quimicamente, aplicando a Espectroscopia de Forca Atdmica (AFS) para
estudar metodos de deteccdo de herbicidas inibidores enzimaticos. A modificagdo quimica das
pontas de AFM permite a imobilizacdo de moléculas, através de ligacGes covalentes, o que
torna possivel a investigacao de interagdes especificas™.

Florin et al.*

, introduziram o termo Microscopia de Forca Quimica (CFM) em 1997
(mil novecentos e noventa e sete), eles estudaram a interacdo especifica entre moléculas de
avidina e biotina, atraveés utilizacao da curva de forca (AFS); a partir dai as duas técnicas vem

sendo amplamente difundidas'**341>1°

, porém o uso de CFM e AFS para detecgdo de
herbicidas ainda é inédito.
Nesse estudo, a enzima ALS foi imobilizada, através de ligacdes covalentes, a ponta

do AFM, a fim de estudar as interacdes especificas que ocorrem entre a enzima ALS e 0s
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herbicidas inibidores enzimaticos metsulfuron-metil e imazaquin. Esse estudo tem como
objetivo principal o desenvolvimento de superficies inteligentes com alta sensibilidade, em
uma pequena area, demonstrando o potencial da técnica da AFS na deteccdo de

contaminantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento de “superficies inteligentes”
usando metodologias especificas de funcionalizacdo quimica para o estudo dos mecanismos

de acdo de herbicidas e sua posteriori aplicagdo na deteccdo de contaminantes.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar medidas de curva de forga, empregando pontas de AFM funcionalizadas,
para analise de reconhecimento molecular;

2. Desenvolver “superficies inteligentes” usando metodologias especificas de
funcionalizacdo quimica;

3. Estudar interacdes especificas entre herbicidas e enzimas, (medidas de curva de

forca — espectroscopia de forca).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Microscopia de Varredura por Tunelamento (STM)

O microscopio de varredura por tunelamento (Scanning Tunneling Microscopy —
STM) foi inventado por Binning et. al. Em 1982 (mil novecentos e oitenta e dois)'’, no
laboratério da IBM em Zurique; trata-se do primeiro microscopio capaz de realizar imagens
topograficas em escala atbmica. O funcionamento de um STM baseia-se em uma ponta de
metal, normalmente de tungsténio, que é colocada a uma pequena distancia da amostra, e que
se desloca de acordo com a voltagem aplicada ao tubo piezelétrico (FIG. 1a). A resolugdo do
STM depende da corrente de tunelamento (It) e da distancia entre a ponta e a amostra e 0
termo tunelamento esta relacionado a transferéncia de elétrons da ponta para amostra (FIG
1b). Uma das limitacbes do STM é a necessidade de trabalhar somente com amostras
condutoras, 0 que inviabiliza sua aplicacdo em amostras bioldgicas. A invencdo do STM
conferiu aos seus inventores o prémio Nobel de Fisica em1986 (mil novecentos e oitenta e

seis).

FIGURA 1 — Funcionamento do STM.
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Fonte: WOEDTKE, S., Tese de doutorado apresentada ao Instituto de Fisica Experimental e
Aplicada como pre-requisito a obtencgdo do titulo de doutor, Christian-Albrechts-Universitat,
Kiel, 2002.

O STM possui dois modos bésicos de operacdo: modo corrente constante e modo
altura constante. No modo corrente constante, o sistema de realimentacdo desloca a ponta no

eixo z para manter a corrente constante, e a distancia entre a ponta e a amostra permanece a
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mesma (FIG. 2a). No modo altura constante a ponta varre a amostra nos eixos X e y, e 0
sistema de realimentacao reponde rapidamente a fim de manter o eixo z constante (FIG. 2b)™.
Ressalta-se que além de obter imagem em escala atdmica, utilizando o STM é possivel
também depositar ou retirar material de uma superficie. Essa técnica é chamada de litografia e

foi introduzida em 1986 (mil novecentos e oitenta e seis) por Abraham**?°,

FIGURA - 2: Modos de operacdo STM (a) corrente constante. (b) altura constante

Modo Corrente Constante Modo Altura Constante
Varredura Varredura
T—>

Fonte: HANSMA, P. K., TERSOFF, J., Scanning tunneling microscopy, J. Appl. Phys. v.61
n.2, janeiro 1987.

3.2 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Em 1986 (mil novecentos e oitenta e seis), Binnig, Quate e Gerber desenvolveram o
AFM (FIG. 3a), eles combinaram os principios do STM com um perfilometro Stylus
(instrumento utilizado para medir a rugosidade de superficies)*. O principio fundamental do
AFM ¢é a obtencdo de imagens da superficie através da deflexdo de um cantiléver, essas
deflexdes sdo causadas por forgas repulsivas ou atrativas existentes entre a ponta de prova e a
amostra. A escolha da ponta depende diretamente do material a ser analisado e do modo de
operacdo escolhido. Para realizar medidas de curva de forca normalmente sdo utilizadas
pontas de silicio (Si) ou nitreto de silicio (SizsNg4); 0 cantiléver fica preso a um substrato rigido
(FIG. 3a), e na extremidade livre do cantiléver fica localizada a ponta de prova (FIG. 3b), o
cantiléver funciona como uma mola nanométrica que permite que as interacfes ponta-amostra
sejam medidas, de maneira geral a ponta tem formato piramidal.

O AFM, ao contrario do STM, permite a analise de amostras ndo condutoras, além

disso, € capaz de obter imagens em meio liquido, possibilitando a analise de biomoléculas,
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sem modificar as caracteristicas de seu meio natural e conservando suas propriedades. A

preparacdo das amostras em geral é bastante simples e a técnica € ndo destrutiva.

FIGURA 3 — llustracdo do cantiléver (a) e da ponta de prova (b).

(@) (b)

Fonte: (a)http://www.brukerafmprobes.com/, (b)http://www.brukerafmprobes.com/, acessado
15/01/2012 as 16:40h.

Um fator importante no funcionamento do AFM € o local onde o aparelho sera
alocado (FIG. 4a), devendo ficar sobre uma plataforma sem vibracdo, j& que uma pequena
perturbacdo pode afetar a interacdo ponta-amostra. O seu funcionamento se da por meio de
uma fonte de laser que incide sobre o cantiléver que normalmente tem uma pequena camada
de ouro para uma boa reflexdo. O laser refletido é detectado por um fotodiodo que indica a
posicdo e assim é obtida a deflexdo do cantiléver (FIG. 4b). Tal deflexdo ocorre devido a
interacdo ponta-amostra, e com o auxilio de um software especifico, esses dados s&o
transformados em imagem. A topografia é proporcional a variacdo do eixo Z, que é controlada
por ceramicas piezelétricas (obtidas a partir de solucdes sélidas de PbZrO; — PbTiO3%%). Essas
ceramicas expandem-se ou contraem-se nanometricamente quando uma tensao € aplicada. A
forca de interacdo entre a ponta e a amostra é medida pela lei de Hooke™:

F =Kz @
onde F é a forca, K é a constante elastica e z é a deflex@o do cantiléver que foi detectada pelo
fotodiodo.
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FIGURA 4 - (a) AFM Multimode V instalado no Laboratdrio de Nanociéncia e Nanoscopia da
Universidade Federal de S&o Carlos - campus Sorocaba. (b) Esquema do funcionamento geral
do AFM.
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(a) (b)
Fonte — (a) SILVA, A.C.N.

(b) LEITE, F. L.; HERRMANN, P. S. P. Application of atomic force spectroscopy (AFS) to
studies of adhesion phenomena: a review. DRELICH, J.; MITTAL, K.L. Atomic Force
Microscopy in Adhesion Studies. Boston. Leiden. 2005. p. 03-43.

Os modos de varredura variam de acordo com a distancia entre a ponta e a amostra e
0 movimento da ponta em relacdo a superficie a ser investigada. A escolha do modo de
operacdo adequado depende do tipo de amostra e do tipo de informacéo a ser extraida dessa
imagem. Em geral, podemos citar dois modos de operagdo, que estdo diretamente
relacionados com as forgas entre a ponta e a amostra: (i) modo contato (contact mode) e (ii)
modo de contato intermitente (tapping mode). Quando o AFM opera na regido onde a forga
entre a ponta e a amostra é repulsiva, temos 0 modo contato, quando a forga varia entre
atrativa e repulsiva, observa-se 0 modo de contato intermitente. Ambos 0s modos de operacgéo

serdo discutidos a sequir.
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3.2.1 Modo Contato

O modo contato € o mais utilizado para obtencdo de imagens. Nesse modo de
operacdo a ponta fica o tempo todo em contato com a amostra e a forca de atracdo que
mantém a ponta em contato com superficie é da ordem de 100 e 1 nN®. O sistema de
realimentacdo mantém constante a forca exercida pela ponta sobre a amostra, através da
deflexdo do cantiléver detectado pelo fotodiodo. A ponta é montada, preferencialmente, sobre
um cantiléver de formato piramidal. A sua constante elastica deve ser baixa, em geral menor
do quelN/m, para assegurar que ndo ocorrera deformacdo da amostra quando o cantiléver

flexionar, além de garantir que o cantiléver sera suficientemente flexivel e ndo ira quebrar.

3.2.2 Modo de Contato Intermitente

No modo de operacdo de contato intermitente a ponta fica oscilando em alta
frequéncia e toca suavemente a superficie, de maneira que essa oscilagdo impede que a ponta
fique presa a amostra. A forca de atrito é quase desprezivel o que permite a andlise de
amostras mais moles, tais como amostras bioldgicas, sem danifica-las. As forcas sdo tanto
atrativas quanto repulsivas: quando a ponta ndo estd em contato com a superficie a natureza
da forca é atrativa, a ponta vai se aproximando da superficie até que se inicie o contato, a
partir desse momento a natureza da forca é repulsiva (FIG. 5). Em geral, as pontas utilizadas
para esse modo de imagem sdo montadas em cantiléveres retangulares, mas pode ser utilizado
o cantiléver em formato V. Com relacdo a constante elastica do cantiléver, quanto maior for a

constante elastica, mais rigido sera o cantiléver e maior sua frequéncia de oscilacéo.
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FIGURA 5 - Forgas de interagcdo ponta-amostra.
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Fonte: Adaptado de :LEITE, F. L.; HERRMANN, P. S. P. Application of atomic force
spectroscopy (AFS) to studies of adhesion phenomena: a review. DRELICH, J.; MITTAL,
K.L. Atomic Force Microscopy in Adhesion Studies. Boston. Leiden. 2005. p.03-43.

3.3 Espectroscopia de Forca Atdmica (AFS)

Desde a invencdo do AFM em 1986 (mil novecentos e oitenta e seis) por Binning et.
al.#, ele vem sendo amplamente utilizado para obtencéo de imagens topograficas. No entanto,
também é possivel medir as interagcdes que ocorrem entre a ponta e a amostra no momento do
desprendimento da ponta, essas medidas sdo conhecidas como curvas de forca (FIG. 6a)%.
Em uma curva de forca a ponta aproxima-se da amostra até entrar em contato com a
superficie (pull-on force) e afasta-se (pull-off force). Esse movimento é realizado de acordo
com a voltagem aplicada ao piezelétrico e essas medigdes tornam possivel a obtencdo de
informagdes sobre as forcas de superficie presentes. Através da curva de forca € possivel
determinar alguns pardmetros como: a forga de adesdo, que € a forca requerida para que a
ponta desprenda-se da amostra®; i.e., a forca atrativa maxima; além de outros dados tais como
as propriedades mecanicas do material quando se observa a inclinagdo da curva e a dureza do
material através da observagdo da histerese. As curvas de forca podem ser empregadas na
investigacao de todas as forgas superficiais conhecidas, e vém sendo empregadas em diversas
4reas de pesquisa tais como engenharia de materiais, bioquimica e biotecnologia“®.

Analisando a FIG. 6b, podemos observar que do ponto 1 (um) até o ponto 2 (dois)

ndo ha contato entre a ponta e a superficie. Em seguida o scanner piezelétrico estende-se para
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que a ponta possa fazer contato com a superficie e assim, do ponto 2 (dois) até o ponto 3
(trés), a ponta entra em contato com a superficie devido a forcas atrativas presentes. Do ponto
3 (trés) ao ponto 4 (quatro) a ponta esta pressionada contra a superficie e o cantiléver se
desloca para cima. Caso a constante elastica da ponta seja alta, a mesma é capaz de fazer uma
indentacdo na superficie, a qual pode fornecer informacgdes sobre a elasticidade da superficie
da amostra. Do ponto 4 (quatro) ao ponto 5 (cinco) o scanner piezelétrico comega a se retrair,
o cantiléver tende a equilibrar-se com as forc¢as de superficie. Em seguida, do ponto 5 (cinco)
ao 6 (seis), o scanner piezelétrico continua retraindo-se, o cantiléver se curva para baixo
devido a forca de atracdo que a superficie exerce sobre a ponta, de maneira que a ponta
continua em contato com a superficie devido as forcas de adesdo e de ligacdo. Do ponto 6
(seis) até o ponto 7 (sete) ocorre a ruptura do contato entre a ponta e a superficie, o cantiléver
retorna ao ponto inicial. Com a diferenca entre esses dois pontos é possivel medir a forca de
adesdo entre a ponta e a superficie. Do ponto 7 (sete) ao 8 (oito) observa-se que ja ndo ha

mais nenhum contato entre a ponta e a superficie®.

FIGURA 6 — Curva de forca por Microscopia de Forca Atdmica. (a) ilustrando todas as
possiveis regides e os pontos onde ocorrem o desprendimento (pull-off force) e a atracdo da
haste (pull-on force), e (b) ilustrando 0 movimento da haste em relacdo as forgas de interagéo
no sistema ponta—amostra
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Fonte: LEITE, F. L., Fundamentos Teodricos. Estudos de Filmes de Polimeros Condutores por
Microscopia de Forga Atdmica: Processos de Adsorcdo e Propriedades Eletrénicas' Cap 1, p.
19-22. Tese. Interunidades em Ciéncias e Engenharia de Materiais, Universidade de Séo
Paulo, S&o Carlos, 2006.
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3.4 Funcionalizacdo de pontas de AFM

A modificacdo quimica de pontas de AFM permite a investigacdo de interacoes
especificas entre a ponta e a amostra. A técnica vem sendo aplicada no estudo das forcgas
existentes entre biomoléculas, devido, principalmente, resolucdo nanométrica®’.

Durante a varredura, a ponta do AFM contendo os ligantes entra em contato com a
superficie onde estdo o0s respectivos receptores, formando um tipo de ligacdo que é
denominado “chave-fechadura”. Em seguida, a ponta ¢ retraida, a forca aplicada pelo sistema
de realimentacdo é aumentada até que a ponta desprende-se da superficie. Para que ocorra a
ligacdo especifica, i.e., 0 reconhecimento, é necessario que os ligantes sejam ligados
fortemente a ponta de AFM, seja por ligacéo covalente ou por forcas eletrostaticas.

As interacOes especificas que ocorrem entre fitas complementares de DNA, enzima-
substrato, lectina-carboidrato, antigeno-anticorpo sdo relevantes, pois participam dos
processos bioldgicos mais importantes, dentre os quais podemos citar replicacdo e transcri¢do
gendmica, atividade enzimaética, resposta imunoldgica, inicio de uma infeccdo dentre outras
funces celulares. A especificidade e a seletividade dessas ligacGes vém sendo empregadas na
fabricacdo de biossensores. Dentre as metodologias existentes para modificacdo quimica de
pontas de AFM, duas estdo sendo mais explorada nos ultimos anos, a primeira utiliza pontas
de ouro (FIG. 7a), ou recobertas com ouro®, e grupos tidis ligados covalentemente para a
funcionalizacdo com biomoléculas. A segunda trabalha com pontas de silicio ou nitreto de
silicio oxidado, ao serem expostas ao ar ou a dgua elas oxidam naturalmente, formando uma
camada de 6xido que contém uma grande quantidade de grupos reativos Si-OH, esses grupos

reagem fortemente com silanos ou alco6is***°

(FIG.7c). Ainda é possivel a utilizagdo do
polimero polietilenoglicol (PEG)* (FIG. 7c), ou etilenoglicol mais curto (FIG. 7b), como
espacador flexivel entre a biomolécula e a ponta. Esse espacador proporciona uma maior
flexibilidade ao ligante, permitindo assim que ele ligue-se liviemente ao receptor®?. Assim
como o ligante, o receptor deve ser ligado fortemente a superficie, evitando assim que o
mesmo desprenda-se durante a execucéo da curva de forga®.

As pontas recobertas com ouro ligam-se a grupos tidis, porém a deposi¢do desse
filme acrescenta cerca de 20nm ao raio da ponta, 0 que ocasiona perda de resolugéo3°.
Portanto, para evitar esses incovenientes, no presente trabalho, utilizou-se ponta de nitreto de

silicio oxidado modificada com grupos silanos.
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FIGURA 7 - (a) Funcionalizacdo em pontas de ouro. (b) Funcionalizacdo em pontas de ouro
com etilenoglicol curto (c) Funcionalizacdo em pontas de silicio com PEG.
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Fonte: HINTERDORFER, P., DUFRENE, Y.F , Detection and localization of single,
molecular recognition events using atomic force microscopy, Nat. Met.v.3 n.5 p. 347-355
maio 2006.

A silanizacdo das pontas de AFM pode ser feita através da reacdo de aminosilanos,
gue sdo compostos que possuem um grupo silano em uma das extremidades e um grupo
amina na outra, visando a formacdo de um filme fino de grupos amina (FIG. 8a). A reacédo de
aminosilanos em solventes como tolueno, etanol ou acetona, pode ser utilizada para a
funcionalizacdo, porém essa reacdo tende a polimerizar em solugédo o que resulta na adicdo de
massa e rugosidade a ponta de AFM®. Esse problema pode ser solucionado facilmente, visto
que as reacdes de silanizacdo da superficie podem ser realizadas em fase de vapor, utilizando-
se 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (FIG. 8b) recém destilado®. Essa reacdo resulta em
uma superficie recoberta com grupos amina que posteriormente podem reagir com outros
grupos funcionais, como aldeidos. Como exemplo, pode-se citar o glutaraldeido, composto
que possui grupo aldeido nas duas extremidades e que é empregado como cross-linking em
reacOes envolvendo proteinas. O glutaraldeido reage com residuos do aminoacido lisina e

34,35

forma aductos estaveis,”™ “>0 que motivou a utilizagdo desse método no presente trabalho para

a imobilizagdo da enzima ALS na ponta do AFM.
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FIGURA 8 - (a) Esquema da ligacdo do APTES a ponta do AFM. (b) Estrutura molecular
do APTES e glutaraldeido, respectivamente.
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Fonte: SILVA, A.C.N.

3.5 Molhabilidade e Energia de Superficie

A molhabilidade depende diretamente do balanco das energias interfaciais sélido-
liquido-vapor do sistema. Materiais que absorvem liquidos sdo conhecidos como hidrofilicos
e apresentam um angulo de contato de até 90°, ja outros materiais que sdo capazes de resistir a
entrada de liquido em sua estrutura sdo chamados hidrofobicos, e apresentam angulos
superiores a 90°%.

O angulo de contato formado por uma gota e uma superficie depende da relacédo
entre as forcas adesivas, responsaveis pelo espalhamento da gota na superficie, e as forcas
coesivas do liquido que contraem a gota na forma de esfera. O angulo depende das tensGes
existentes entre as fases sélida, liquida e vapor, conforme esquematizado na (FIG.9)*".

FIGURA 9- Representacao das tensdes atuantes no sistema solido-liquido.

Fonte: LUZ, A. P., RIBEIRO, S., PANDOLFELLI, V.C., Uso da molhabilidade na
investigacdo do comportamento. de corrosdao de materiais refratarios. Cer. v.54 p. 174-183
2008
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Existem trés interfaces descritas por uma gota de liquido em repouso sobre uma
superficie solida: a parte inferior do liquido, que estd em contato com a superficie sélida e
representa a interface solido-liquido; o restante da superficie do sélido, que estd em contato
com um gas acima, tipicamente de vapor do liquido e/ou ar e representa a interface solido-
vapor; e a regido superficial do liquido que est4d em contato com o gas acima e representa a
interface liquido-vapor. A existéncia de trés regides interfaciais resulta em trés energias de
superficie interfacial. A forma de clpula que a gota adquire pode ser descrita por um angulo
de contato, que se forma entre uma linha tracada ao longo da interface sélido-liquido e uma
linha tangente a gota na interface sélido-liquido e liquido-vapor.

A energia interfacial de cada material esta diretamente ligada a adesdo entre 0s
materiais. O arranjo dos 4tomos na superficie dos materiais apresenta forma diferenciada
guanto a disposicdo atdmica em relacdo ao volume interno. Este tipo de diferenca acaba
ocasionando a elevacdo do nivel de energia livre na superficie, fazendo com que ocorra uma
tendéncia maior na adsorcdo dos 4&tomos e moléculas estranhas. Isto ocorre devido ao fato de
gue quanto maior a energia por unidade de superficie, maior serd a possibilidade de surgirem
reacOes entre a superficie do material e materiais estranhos. Além disso, podem ocorrer
modificacbes na composi¢do da superficie original. Uma das abordagens mais utilizadas para
célculo da energia de superficie dos materiais é a teoria de Owens-Wendt®. Nesse método sdo
assumidos componentes polares (interacGes dipolo-dipolo, ligacdes de hidrogénio) e apolares
(forcas dispersivas) para a energia de superficie, sendo combinados como uma média

geométrica®

WSL:7L(1+CO80):2\/7§7/3 +2\/75p7/£; )

p

d
onde”s e 7s sdo as energias de superficie polar e dispersiva do sélido, respectivamente, e

p d
YL e”v  as energias de superficie polar e dispersiva do liquido.

d
Dividindo a Equagéo (2) por 2\/Z ,temos:

7. (1+cos6) a
im0

©)
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d [ p d
A Equacdo (3) fornece um grafico, 7L(1+COSH)/2\/Z versus V7t In , onde o

[, [P
coeficiente linear da reta é, V7's | e o coeficiente angular, Vs . Assim, os valores de energia

superficial do material s6lido podem ser encontrados*® .

3.6 Trabalho de Adeséo

Para poder calcular a forca de adesdo entre a ponta de AFM e a amostra é necessario
encontrar o valor do trabalho de adesdo, W;;, onde a ponta € representada por ( i ), 0
substrato por ( j ), em um meio ( k ). O trabalho de adesdo, conceito primeiramente
introduzido por Harkins*', pode ser calculado através de um sistema simples, onde um liquido

adere a um sélido e esta definido pela seguinte equacao:

Wy =7s +70 —7sL (4)

onde /s 7u e si sjo, respectivamente, as tensbes interfaciais entre
solido/vapor,liquido/vapor e sélido/liquido.

A andlise se caracteriza pela deposicdo de uma gota de um determinado liquido
polar, e outro apolar (com valores conhecidos e padronizados de energia superficial) no plano
superficial de uma amostra sélida. Em seguida, faz-se a medi¢do do angulo que se forma entre
a gota e a superficie da amostra*®. Na sequéncia, com as medidas do angulo de contato e com
o auxilio do modelo fisico-matemético Owens-Wendt® é possivel determinar valores de
energia de superficie.

Ressalta-se que a Equacdo 4 € pouco utilizada isoladamente, pois das trés tensdes

somente 7t pode ser medida com precisdo. Desta forma, nesse trabalho foi utilizada uma
aproximacdo semi-empirica (Equacdo 5)** *** para calcular o trabalho de adesdo entre a
ponta funcionalizada, ndo funcionalizada e os substratos contaminados com os herbicidas

imazaquin e metsulfuron-metil.

4y %y 4yPyP

Wij: d}/|71d+ 7/|7/J (5)
p p

Vi TV Vi TV

Onde o trabalho da adesdo (Wij;) é determinado pela relagéo entre as energias de superficie

polares e dispersivas das superficies em estudo, em que a ponta é representada por (i) e o

substrato por ( j).
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Os valores das energias de superficies podem ser encontrados usando métodos e
equacdes especificas, conforme descrito no topico 3.5.

3.7 Forcas de Superficie

Nesse topico foi realizada uma revisdo tedrica sobre as principais forgas presentes no
sistema ponta-amostra, em especial, no sistema estudado nessa dissertacdo. Essas forgas
podem influenciar diretamente a determinacdo de curvas de forca, desta forma, a elucidacéo
dessas forcas servird de referéncia para andlise dos dados obtidos. Também serdo
apresentadas duas teorias que tratam a adesdo esfera-plano, que sdo aproximacdes teoricas
que podem explicar de forma satisfatoria os resultados obtidos nessa pesquisa.

3.7.1 Forcas de van der Waals

Estas interacoes desempenham um papel importante para uma série de fendbmenos
como adesdo, tensdo superficial, adsorcao fisica, molhabilidade, entre outros. As forcas de
van der Waals sdo consideradas atrativas de longo alcance e repulsivas de curto alcance e
estdo presentes entre todos 0s 4&tomos e moléculas'?, além de serem relevantes para 0 nosso
sistema, pois descrevem as interagdes existentes entre a ponta de prova e a amostra.

Tais forcas classificam-se em trés componentes diferentes: Forca de Orientacdo ou
Forca de Keesom, Forca de Inducdo ou Forca de debye, Forca de Dispersdao ou Forca de
London™2.

A Forca de Keesom é responsavel pela interacdo dipolo-dipolo entre atomos e
moléculas (dipolos permanentes) e é uma das trés interacdes que variam de acordo com a
razdo 1/r°:

2.2
1 for KT > —2_ (6)

wk(n) = — S yrme pr—
onde u; e u, sdo os momentos de dipolo das moléculas, € é a permissividade elétrica do meio,
€y € a permissividade elétrica do vacuo, K é a constante de Boltzman e T é a temperatura, r €
a distancia entre os dipolos.

A Forga de Debye é responsavel pela interagdo dipolo-dipolo induzido entre dois

atomos ou moléculas:

_ [uf oz + uFao4]
(4meye)2rd

(7)

wp(r) =

onde oy, € 0y, S80 as polarizabilidade eletrénica das moléculas.
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A Forca de London, também chamadas de forcas de dispersdo (entre dipolos
instantaneamente induzidos), compdem a terceira e possivelmente a mais importante
contribuicdo para a forca de van der Waals j& que elas estdo sempre presentes; as outras duas

forcas podem ou ndo estar presentes, dependendo das propriedades das moléculas:

CL 3 Qo1 xp2 hvlhvz
w(r)= — L= 2 20a%02 Thr2 8
L( ) r6 2 (41€9)216 V1+ v, ( )

onde v, e v, sd80 0 primeiro potencial de ionizacdo de cada molécula, h e a constante de
Plank.

Assim, com a somatdria dessas trés forcas tem-se a forca de van der Waals:

3KbT u% u% 3 Qg1Qg2 hv{hv,
W, r=——( +oc)—+cx - 9
VdW( ) (41eg)?ré \3K, T 01 3K, T 02 2 (4Teg)2ré vi+ v, ( )

Ou, de forma resumida:

G +Chrien +C

giss _ Cugw
- 6
r

orient

W,
[

wau(r)

Cind C

(10)

_ C.. N . . . < ~ . . . ~
onde orient @ ~disp s8g os coeficientes devido a inducdo, orientacdo e dispersdo,
respectivamente. Essa equacao em conjunto com a interacdo repulsiva, devido a sobreposicao
entre os elétrons da nuvem eletrénica dos atomos, descreve a interacdo entre moléculas

isoladas no vacuo.

3.7.2 Forca Capilar

Em condi¢des ambientes, a medicdo de forca de adesdo através de curvas de forca é
dificil, pois forma-se um filme de agua sobre a superficie em anélise, de maneira que essa fina
camada de &gua da origem a forca de capilaridade que normalmente é maior do que uma
interacdo quimica especifica. Foi estudado um sistema esfera-plano, pois é o sistema que mais
se aproxima da ponta de AFM sobre a superficie em analise. Israelachvili* considerou um
sistema esfera-plano e calculou através da equagdo de Kelvin e da pressdo de Laplace a forga
de capilaridade que mantém a esfera no plano. Liquidos que possuem pequeno angulo de
contato se condensam espontaneamente na superficie. Em equilibrio, o raio de curvatura do
menisco (1/r1 + 1/rz) estd relacionado com a pressdo relativa de vapor (p/ps), que esta
representado pela equacédo de Kelvin (foi considerado um menisco simétrico (r; =r, =r) em
que Rponta >>rmenisco):

(l_|_ i) = rg= 1 (11)

ry I
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onde rk € o raio de Kelvin, V é o volume molar, p/ps é a presséo relativa de Laplace, R é a
constante dos gases e y.é a energia da superficie do liquido. O efeito desse liquido
condensado na superficie sobre a forca de adesdo entre uma esfera e um plano é dado
considerando-se a pressao de Laplace no liquido. Desta forma, a forca atrativa devido a forca
capilar (F¢) é*:

2TtRy,(cos 01 +cos 05;)
a+P/y

F, = (12)

onde D é distancia entre a esfera e o plano, 6, e 6, sdo os angulos de contato entre a agua e o
plano e a gua e a esfera, respectivamente.
A maxima atracdo ocorre quando D=0, onde:
F. = F.max = 2mRy(cos 0, + cos 6,) (13)
Para duas superficies idénticas 6,= 6., entdo:
F. = F¢max = 4TRyy, cos 6 (14)
Note que, 6 € o angulo de contato do menisco em relacdo a ponta de AFM e em

relacdo a superficie.

3.7.3 Forca de Adeséo

Serdo apresentadas duas teorias que auxiliardo na elucidacdo dos mecanismos de
adesdo esfera-plano e que consideram o efeito da energia de superficie na deformacdo do
contato. Foram analisadas as duas teorias com objetivo de compara-las. Na teoria de
Derjaguin — Muller — Toporov®, a esfera eléstica é deformada de acordo com a teoria de
Hertz, mas em adicdo a carga externa, as forcas agindo entre os dois corpos fora da regido de
contato também sdo levados em consideracdo. Essas forcas produzem uma area finita de
contato e, se uma carga externa é aplicada, a area de contato é aumentada. Se uma carga
negativa € aplicada, a area de contato diminui até que ela alcance o valor zero, de maneira que
quando isso ocorre, a forca de desprendimento alcanca seu maximo valor. A expressdo
correspondente é:4°4

Foq = 2R Wy (15)

onde R, € o raio da ponta, e W;,; é o trabalho de adesdo entre duas superficies i e j num meio
k (vide Equacdo5). A teoria de DMT pode ser aplicada em sistemas adesivos com baixa

adesao e esferas de pequeno raio.
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A teoria Johnson — Kendall — Roberts*’ negligencia forcas de longo alcance fora da
area de contato e considera somente forgas de curto alcance dentro da regido de contato. A

expressdo correspondente 6*':

Foq = % TR Wiy (16)

A teoria JKR deve ser utilizada em sistemas altamente adesivos, com baixa rigidez e
grande raio da ponta de prova. Uma dificuldade encontrada nessa teoria é que ela prevé uma
tensdo infinita no canto da area de contato. Essa situacdo, que ndo se encaixa na fisica, se
torna ainda mais complicada, pois a teoria JKR considera somente forcas dentro da area de
contato e implicitamente assume que a forca atrativa atua sob uma area muito pequena*®*.
Ambas as teorias ndo devem ser aplicadas quando ocorrer uma deformacdo plastica

ou elasto-plastica na superficie, nesse caso a teoria de Maugis-Pollock deve ser aplicada®®.

3.7.4 Forca Especifica
Forcas especificas sdo forcas ndo-covalentes que geram uma adesao muito forte entre
grupos moleculares. O termo “for¢a especifica” refere-se a todas as forgas que estdo presentes
entre duas moléculas especificamente® *°. A grande maioria das interagdes que ocorrem entre
biomoléculas sdo devido a forca especifica, sendo que, na maioria das vezes, essas forcas séo
favorecidas pela geometria de interagéo entre essas moléculas. Quando duas biomoléculas se
encaixam perfeitamente, esse tipo de ligacdo pode ser chamado ‘“chave-fechadura”,

>4 E importante lembrar que ligacdes especificas

“complementar” ou “ligante-receptor
podem ser tdo fortes quanto as ligacBes quimicas como as do tipo covalente™.

E possivel medir essas forgas especificas utilizando o AFM, para isso é necessario
funcionalizar quimicamente as pontas de AFM (verificar os itens 3.3 e 3.4) com uma
molécula que se ligue especificamente & outra®’. A FIG. 10 ilustra a ligac&o especifica entre a
enzima ALS e o herbicida metsulfuron-metil em dois tipos diferentes de representacdo. Na
FIG 10a estdo representados dois tipos de enovelamento secundario, a cor roxa representa a
estrutura secundaria helicoidal alfa-hélice, a cor amarela representa a estrutura secundaria
planar folha-beta, as esferas vermelhas representam o ion Mg*, a esfera verde o jon K*. Na
FIG 10b a cor azul indica a estrutura secundaria alfa-hélice e a cor vermelha indica a estrutura
secundaria beta-hélice, esse tipo de representacdo destaca a superficie da macromolécula e

permite observar de maneira mais clara a ligagdo enzima-herbicida.
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FIGURA 10 — Modelagem molecular da ligacdo especifica entre a enzima ALS e o herbicida
metsulfuron-metil.(a) representacédo tipo-enovelamento de um dimero da enzima ALS, com o
respectivo herbicida interagindo no sitio ativo (b) representacdo (surface) que destaca a
ligagéo enzima-herbicida.
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Fonte: AMARANTE, A. M.

3.7.5 Forca de adeséo Total

A forca de adesdo teorica total entre a ponta do AFM e a amostra pode ser dada

por>!:

ar

total = Feap + Fomr/jxr (17)
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onde F,,, refere-se a forca capilar (Equagdo 13), Fpyr kg refere-se as duas teorias que
podem ser aplicadas para o calculo tedrico da adesdo (Equacdo 15 ou 16, respectivamente)®.
A forca de adesdo total experimental entre a ponta e a amostra possui uma nova componente
referente a interacdo especifica, que ndo esta incluso na Eq. (17). Para essa interacdo ainda
ndo existe uma equacao ou relacdo matematica que possa explica-la. Entretanto, no tépico
5.2.4 quantificamos de forma semi-empirica o valor da forca especifica, utilizando os

modelos matematicos e os resultados experimentais.

3.8 Herbicidas e Enzimas
3.8.1 Enzimas

As enzimas representam uma classe especial de proteinas altamente especializadas
que catalisam reacBes quimicas nos sistemas bioldgicos. Basicamente as enzimas convertem
uma substancia, genericamente chamada de substrato em outra, denominada produto. Esta
conversdo ocorre no sitio ativo, interior da enzima onde residuos especificos de aminoacidos
se ligam ao substrato e catalisam sua transformacdo. Sem a catalise enzimaética as reacoes
quimicas que sdo imprescindiveis para a vida humana podem levar anos para ocorrerem,
enfatizando a importancia das enzimas em todos 0s processos biolégicos. Quase todas as
enzimas sdo proteinas com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA com
propriedades cataliticas. Algumas enzimas necessitam de um componente quimico adicional
para exercer sua atividade catalitica: esse grupo é chamado de cofator, e pode ser constituido
por um ou mais fons inorgénicos, uma molécula organica complexa ou uma molécula
metalorganica chamada de coenzima, que funciona como um transportador transitorio de
grupos funcionais especificos. A catalise enzimatica pode diminuir ou cessar completamente,
isso ocorre guando agentes moleculares denominados inibidores se ligam a enzima. Eles
subdividem-se em duas classes: competitivos e ndo-competitivos. Os inibidores competitivos
competem com o substrato pelo sitio ativo da enzima, assim se a concentracdo de substrato foi
maior, a inibi¢cdo ndo ocorre; j& os inibidores ndo competitivos ndo se ligam ao sitio ativo,
assim ndo competem pelo sitio ativo, a inibicdo ocorre de qualquer maneira®. Alguns
herbicidas denominados inibidores enzimaticos agem inibindo a atividade de enzimas
especificas. Essa inibicdo desencadeia outros eventos que provocam a morte ou inibem o

desenvolvimento do organismo®:.

! As forcas de van der Waals estdo inclusas nas teorias DMT e JKR.
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No presente trabalho foram utilizados os herbicidas do grupo B (vide anexo 1),
inibidores da Acetolactato Sintase (ALS). Tais procedimentos aqui desenvolvidos poderéo
auxiliar em estudos de interacdo de outros herbicidas inibidores enzimaticos, tais como,
grupo A (enzima ACCase) e grupo G (enzima EPSP), além do 4&cido 2,4
diclorofendxiacético (2,4-D) (grupo O), que sdo reguladores do crescimento. A enzima
Acetolactato Sintase (ALS; EC 4.1.3.18), também chamada de acetohydroxyacidsynthase
(AHAS), atua na fase inicial da biossintese dos aminoacidos ramificados valina, leucina e
isoleucina, os quais sdo necessarios para formacdo de novas células®*®>*°. A ALS esta
presente em plantas superiores e microorganismos, porém nédo € encontrada em mamiferos. A
rota biossintética se da a partir de duas moléculas de piruvato para o aminoacido valina, uma
molécula de piruvato mais uma molécula de acetil-CoA para 0 aminoacido leucina e uma
molécula de piruvato mais uma molécula de 2-cetobutirato para 0 aminoacido isoleucina. A
ALS catalisa a condensacdo de duas moléculas de piruvato formando 2-acetolactato. Essa é a
via para formacdo da valina e da leucina, porém para formacgdo da leucina sera necessario a
reacdo com uma molécula de acetil-Coa. A ALS também catalisa a reacdo de condensacéo de
uma molécula de piruvato e uma de 2-cetobutirato para a formacdo de 2-aceto-2-
hidroxibutirato, sendo essa a via para a formacdo da isoleucina (FIG. 11). A ALS é uma

5738 o tiamina difosfato, cofatores

enzima dependente deflavina adenina dinucleotideo (FAD)
essenciais a catalise.

A ALS apresenta duas subunidades. Uma subunidade maior, com massa molecular
de 59a 66 KDa, que contém o sitio de catalitico, e apresenta um peptideo sinal N-terminal
necessario para encaminhar a enzima para seu local de agdo, no caso dos fungos para a
mitocondria e no caso das plantas para os cloroplastos. A segunda subunidade apresenta
variagOes entre espécies: 10-20 KDa em bactérias, 34 KDa em eucariontes e maior do que
50KDa em plantas®. Esta subunidade ndo apresenta atividade catalitica, porém, nos

organismos é essencial, pois regula a atividade da subunidade maior.
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FIGURA 11 - Reac0es catalisadas pela ALS.
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FONTE: DUGGLEBY, R. G., MCCOURT, J. A, GUDDAT, L. W., Structure and
mechanism of inhibition of plant acetohydroxyacid synthase. Pla. Phy. And Bio. v. 46 p. 309-
324 2008

3.8.2 Herbicidas Inibidores da Enzima ALS

Os herbicidas Imazaquin e Metsulfuron-metil atuam inibindo a enzima ALS de
forma ndo-competitiva, na rota de sintese de aminoacidos ramificados valina, leucina e
isoleucina (F1G. 12)*°. Os Imidazolinonas, Sulfoniluréias e os Sulfoanilidas sdo os grupos de
herbicidas comercializados atualmente, utilizados no controle de culturas de soja, trigo,
cevada e arroz, e que agem sobre a ALS (anexo I). Esses herbicidas sdo amplamente
utilizados devido a sua baixa toxicidade para humanos, ja que atuam sobre uma enzima

ausente em mamiferos, baixas dosagens recomendadas e alta seletividade®.
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FIGURA 12 - Esquema modo de inibigdo ALS.
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FONTE: Adaptado de DUGGLEBY, R. G., MCCOURT, J. A., GUDDAT, L. W., Structure
and mechanism of inhibition of plant acetohydroxyacid synthase. Pla. Phy. And Bio. v.46
p.309-324 2008

Os herbicidas inibidores da ALS sdo rapidamente absorvidos pelas raizes e folhas e
sdo levados ao local de agdo, os pontos de crescimento. As moléculas pertencentes a estes
grupos controlam principalmente dicocotiledéneas, além de gramineas e ciperaceas. Apods
algumas horas de sua adi¢do ocorre o bloqueio da divisdo celular e da sintese de DNA. No
presente trabalho serdo usados nos experimentos os seguintes herbicidas: (i) Imazaquin (FIG.
13a), (ii) Metsulfuron-metil (FIG. 13b).
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FIGURA 13 - (a) Estrutura molecular Imazaquin. (b) Estrutura molecular Metsulfuron-metil.
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FONTE: DUGGLEBY, R. G., MCCOURT, J. A., GUDDAT, L. W., Structure and
mechanism of inhibition of plant acetohydroxyacid synthase. Pla. Phy. And Bio. v. 46 p. 309-
324 2008
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizados o0s seguintes reagentes: mica
muscovita; 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (98% - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO);
solucdo aquosa 25% de glutaraldeido (Casa da Quimica Ind. e Com. Ltda.); imazaquin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); metsulfuron-metil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), pontas
de nitreto de silicio da Veeco, modelo SNL-10, K=0,58 (N/m; trietilamina99% - Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO); e a enzima ALS.

O extrato de bactéria enriquecido com a enzima ALS foi preparado em parceria com
0 Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia de Sistemas Bioluminescentes, UFSCAR -
Campus Sorocaba, com o auxilio da aluna Camila de Carvalho de Carvalho, dentro do projeto
CNPQ: Subclonagem, Expressdo e Caracterizagdo do ensaio das Enzimas ALS e EPSP para
Futuro Desenvolvimento de nanobiosenssores, sob supervisdo da Dra. Rogilene Prado e do
Prof. Dr. Vadim Viviani. O plasmideo recombinante, contendo o cDNA da subunidade
catalitica da enzima ALS de Oryza sativa, foi fornecido pelo Prof. Tsutomu Shimizu Kumiai
da Chemical Industry Co, LTD.

As imagens de modelagem computacional foram obtidas através do software
Chimera 1.5.3, gratuito.

4.2 Metodos
4.2.1 Preparacdo e extracdo da enzima ALS
4.2.1.1 Transformacdo de Bactérias
Uma solucéo contendo 50uL de células competentes BL21/DE3 (Agilent) e Sul da
biblioteca plasmidial foram misturadas em tubo de microcentrifuga gelado incubados por 30
minutos no gelo e submetida a um choque térmico de 45segundos a 42°C. Novamente a
solugéo foi incubada no gelo por mais 2 minutos e subsequentemente 200uL de meio de
cultura LB liquido foi adicionado. Esta solucdo foi entdo mantida a 37°C em agitacdo de
225rpm por 1hora e posteriormente plaqueada em meio LB Agar/Ampicilina (100 pg/mL).
4.2.1.2 Inducdo de Expressdo Heterdloga de Proteina
Células competentes BL21/DE3 foram transformadas com DNA recombinante e
cultivadas em 500 ml de meio LB liquido/Ampicilina (1 mM) a 37°C até a absorbancia de 0,4
(OD600), e entdo induzidas com IPTG (0,4 mM) a 28° C sob agitacdo de 225 rpm por 3horas.

Apds o crescimento, as células foram centrifugadas a 2.500 rpm, por 15 minutos a 4 °C.
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42.1.3 Extracdo da Proteina
O pellet, contendo o material celular, foi ressuspenso em 1 -10 mL de tampéo de
extracdo gelado acrescido com 20-100 uL de coquetel anti-protease livre de EDTA e 2-10 uL
DTT 1M. A lise celular foi feita por congelamento e descongelamento em gelo seco por trés
vezes. O lisado foi entdo centrifugado em 15.000 rpm por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante

contendo a enzima soluvel foi utilizado nos ensaios posteriores.

4.2.1.4 Medicdo da Atividade Enzimatica da ALS

O extrato bruto foi empregado para anélise enzimética conforme Taniguchi®,
utilizando-se uma mistura com cloreto de magnésio (MgCl;) 1mM, TPP 0,1 mM, FAD
0,ImM e tampao fosfato 0,1M (pH 7,6). Em seguida, 80ul da mistura, 50ul de piruvato e
870ul do extrato bruto foram misturados e incubados por 30 minutos a 37° C. A reagdo foi
parada adicionando-se 5ul de acido sulftrico e novamente incubada a 60° C por 15minutos
para promover a cor. Uma mistura sem o piruvato foi utilizada como controle.

A quantificacéo do acetolactato acumulado é feita com o método Westerfeld®?, que
tem como principio a formacdo de um complexo colorido na reagdo entre acetoina, creatina e
naftol, cuja densidade Gtica a 525nm €é proporcional a concentracdo. Subsequentemente foram
adicionados 100ul de 0,5% (m/v) creatina e 100ul de naftol 5% (m/v) a mistura e novamente
colocado a uma temperatura de 60°C por 15minutos para revelagdo da cor. A absorbancia foi
medida utilizando-se o espectrofotdmetro UV.

Foram analisadas quatro solucGes diferentes, a primeira trata-se de uma solucéo
enzima ALS logo apos sua extracdo (FIG. 14a) a segunda amostra, € uma solucdo da enzima
ALS logo apés 24h de sua extracdo (FIG. 14b), a terceira amostra trata-se de uma solugéo
controle (FIG 14c) a qual ndo foi adicionado substrato, a Gltima amostra é uma solucéo
contendo o extrato bruto de bactéria sem o cDNA da ALS (FIG 14d).
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FIGURA 14 - Ensaio colorimétrico para a enzima AcetolactatoSintase. (a) solucdo enzima
ALS logo apos sua extracdo (b) solugdo da enzima ALS logo ap6s 24 (vinte e quatro)h de sua
extracao (c) solucao controle (d) solugdo contendo o extrato bruto de bactéria sem o cDNA da
ALS.

(a) (b) (©) (d)

Fonte: PRADO, R.

A FIG. 14 (c) e (d) representam o0s testes utilizados como controle, eles ndo
apresentaram atividade enzimética devido & auséncia do substrato piruvato e do cDNA da
ALS respectivamente. A FIG. 14 (a)e (b) mostram claramente a presen¢a da enzima ALS no
tubo, cujo teste colorimétrico revela o acumulo significativo de acetolactato evidenciado pelo
rosa mais intenso. N&o foi verificada uma queda significativa na coloragao rosa, o que indica
a estabilidade da ALS ap6s o tempo decorrido. A manutencdo da atividade enzimatica apos
24h é muito relevante para o trabalho, pois a partir desse teste é possivel assegurar que no
momento da funcionalizacdo quimica das pontas de AFM, a enzima ALS tem a atividade

catalitica preservada.

4.2.1.5 Quantificacdo de Proteinas Totais
Para a concentragdo de proteinas totais foi utilizado o método de Bradford®,
considerada uma das metodologias mais simples, rapidas e com minimo de interferéncia. A
técnica se baseia na ligacdo da proteina com o corante Comassie Blue que tem uma
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absorbancia maxima em 595nm. Inicialmente foi montada uma curva-padrdo (para o Fator de
Correcdo) de concentracdo de proteina utilizando-se BSA (soroalbumina bovina). A
concentracdo de proteinas totais foi determinada pela expresséo:
[Proteina] = F x Abs. (18)

onde F ¢ igual a Ax/Ay, obtido por pontos da curva-padrdo. A TAB. 1 apresenta a
concentracdo da enzima ALS calculada através do método de Bradford aplicando a Equacao
18. Foram analisadas quatro solucdes diferentes, a primeira trata-se de um extrato de bactéria
enriquecido com a enzima ALS logo apos sua extracdo, a segunda amostra, € uma solucéo de
extrato de bactéria enriquecido com a enzima ALS apds 24h de sua extracdo, a terceira
amostra trata-se de uma solugdo controle a qual ndo foi adicionado substrato, a Ultima amostra

é uma solucdo contendo o extrato bruto de bactéria sem o cDNA da ALS.

TABELA 1 - Concentracao da enzima ALS calculada através da Equacéo 18.

Tratamento [Proteina]
Extrato de bactéria

) ) 1,24
enriquecido com ALS
Extrato de bactéria
enriquecido com ALS 1,12
apos 24h
Controle 0,06
Extrato de bactéria sem o

0,07

cDNA da ALS

Fonte: Silva, A.C.N.
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4.2.2 Metodologia empregada para funcionalizacdo das pontas e dos
substratos

Um parametro importante a ser analisado foi a escolha da ponta do AFM. O raio da
ponta é um parametro relevante ja que afeta diretamente na area de contato entre a ponta e a
amostra e influencia na precisdo das medidas®*, além da constante elastica da mola, optou-se
pela utilizagdo de uma ponta de raio de curvatura médio e com constante eléstica baixa (raio
de curvatura nominal r = 20nm, constante elastica nominal k = 0,12 N/m), que sdo mais
indicadas para determinacdo de curvas de forca. Apds ter sido escolhida a ponta mais
adequada para a realizacdo das medidas, passou-se para o processo de funcionalizagdo das
pontas e dos substratos, que envolveu duas etapas que serdo discutidas detalhadamente na
sequéncia.

A primeira etapa tratou-se do processo de limpeza. As pontas e 0s substratos foram
submetidos a um agressivo procedimento de limpeza para garantir a eliminagdo de qualquer
residuo orgénico adsorvido na superficie da ponta. O primeiro passo foi inserir as pontas
inseridas em uma placa petri, com trés divisérias. Em uma das divisorias alocou-se as pontas,
e na segunda e terceira divisorias foram inseridos os substratos, as micas recém-clivadas,
respectivamente (FIG. 15a). Em seguida, colocou-se a placa petri em uma camara de raios
UV de ondas curtas, 240nm, por 15minutos®®. A camara utilizada foi Procleaner modelo
numero UV.PC.220 da Bioforce, (FIG. 15b)

FIGURA 15 - (a) Pontas e substratos que foram submetidos ao processo de limpeza. (b)
UV/Plasma Procleaner modelo nimero UV.PC.220 da Bioforce.

Fonte: SILVA, A.C.N.
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Na sequéncia, foi realizada a segunda etapa, que é a funcionalizacdo das pontas e
dos substratos, adaptado do método descrito por WANG et al.*. Para essa etapa foi
necessario a construcdo de um sistema dedicado, constituido de um dessecador com entrada e
saida para gas, ligado a um cilindro de Nitrogénio (FIG. 16), e silica gel (para manter o

ambiente mais seco possivel).

FIGURA 16 - Sistema utilizado, constituido por um dessecador, com entrada e saida para gas,
ligado a um cilindro de nitrogénio.

Fonte: SILVA, A.C.N.

Segue abaixo 0s passos para a realizacdo da funcionalizacdo das pontas e dos
substratos:
1. Manter o fluxo de nitrogénio aberto durante 10 minutos para garantir uma
atmosfera inerte dentro do dessecador;
2. Realizar o processo de silanizacdo das superficies da ponta e do substrato com
APTES, por evaporagio gasosa’;
3. Adicionar200pL de uma solucdo de glutaraldeido 1x10° mol.L™?, sobre as pontas

e 0S substratos,

% Na terceira divisoria da placa petri foram adicionados, em pequenos recipientes, 40 (quarenta)pL de APTES e
30 (trinta)uL de Trietilamina que foi utilizada para controlar o p.H dentro do dessecador.O fluxo de Nitrogénio
foi interrompido, e o sistema foi mantido fechado por 30 (trinta) minutos para que o vapor do APTES adsorve-se
sob as superficies das pontas e dos substratos.
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4. Manter as pontas e os substratos sob fluxo de Nitrogénio durante 10 minutos;

5. Interromper o fluxo e realizar 4 (quatro) lavagens com pequenas aliquotas de 4gua
Milli-Q.

6. Adicionar 20uL da enzima ALS (Concentracdo da enzima: 0,200 mg/mL) sobre
cada ponta;

7. Adicionar 30pL dos herbicidas, Imazaquin e Metsulfuron-metil, aos respectivos
substratos (concentracéo dos herbicidas: 1x10-3 mol.L-1).

8. Manter todo o sistema fechado por 25minutos, com fluxo de Nitrogénio aberto;

9. Realizar 3 (trés) lavagens com agua Milli-Q;

10. Manter as pontas e o0s substratos dentro de um dessecador, a 25°C, 30% umidade
relativa do ar, até que seja possivel a obtencdo das curvas de forca, normalmente
esse processo demora em média uma hora, em seguida devem-se realizar as
medidas de AFM,

4.2.3 Medidas de Espectroscopia de Forca Atémica (AFS)

Os experimentos de espectroscopia de forca foram realizados com um Microscopio
de Forca Atémica sistema Mulimode-V Nanoscope com médulo PicoForce® (dedicado a
espectroscopia de forca), fabricado pela Bruker. O PicoForce® possui um software especifico
para tratamento de curvas de forga, scanner com intervalo vertical de 20pum, é capaz de medir
forcas da ordem de 10™2N. Permite aplicar 0 método do ruido térmico ao cantilever para
facildeterminacdo de constante de mola.

Dois métodos comparativos de deteccdo fordo utilizados para esta técnica: (i) pontas
funcionalizadas com enzimas (nanobiossensor) e (ii) pontas ndo funcionalizadas
(nanossensor). As duas técnicas foram usadas para detectar herbicidas inibidores enzimaticos.

O primeiro experimento compara curvas de forga, determinadas em trés pontos
diferentes de um mesmo substrato. Em seguida foram realizadas curvas de forca com trés
substratos diferentes e, por ultimo, foram determinadas curvas de for¢ca com trés pontas de
AFM distintas.

A ponta de AFM utilizada na determinagdo das curvas de forca foi de nitreto de
silicio (de formato em V), modelo NP-10 da Veeco, com constante elastica nominal de (k)
0,12 N/m, porém, variacdes consideraveis podem ocorrer entre o valor nominal e valor real da
constante de mola. Assim sendo, cada ponta de AFM passou por um procedimento de

calibragdo antes de sua utilizacdo, utilizando o método do ruido térmico®, que considera a
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ponta de AFM como um oscilador harménico. Em principio, obtém-se uma curva de forca
sobre uma superficie rigida o suficiente para a ponta ndo realizar indentacdo com deformacéo
elastica. E entdo feito o ajuste linear da parte da curva de forca que determina o contato e
assim é possivel determinar a sensibilidade da ponta. Em seguida obtém-se um espectro do
ruido da reflexdo, o qual exibe um pico na frequéncia de ressonancia do cantiléver. Ajusta-se
entdo uma funcdo Loretziana e integra-se o pico, sendo que todos esses céalculos séo
realizados automaticamente pelo software. As condi¢cdes ambientais da sala onde foi realizada
a analise variaram de 30% a 40% de umidade relativa do ar, e a temperatura de 21 a 26 °C.

O valor nominal do raio da ponta é de 20 nm®’. Entretanto, o valor aproximado do
raio de curvatura das pontas foi medido através das imagens de MEV, conforme a
referéncia®, as pontas ndo funcionalizadas apresentaram raio de curvatura de (20 + 5) nm, ja

as pontas funcionalizadas apresentaram raio de curvatura de (30 £ 5) nm.

4.2.4 Caracterizagdo das pontas
4.2.4.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) pode ser utilizada na
caracterizacdo de compostos organicos, inorganicos e poliméricos. Através dessa técnica é
possivel identificar os principais grupos funcionais dos compostos. Tal identificacdo é feita
através interacdo da radiacao eletromagnética na regido do infravermelho com esses grupos. O
espectro obtido € resultado da intensidade da energia radiante transmitida pela amostra em
relacdo a energia incidente.

Quando se trata de amostras densas nas quais a energia nao pode ser transmitida
atraves da amostra utiliza-se a espectroscopia de refletancia total atenuada (ATR). Nesse tipo
de espectroscopia o feixe de radiagdo passa do cristal do ATR, um meio mais denso, para a
amostra, meio menos denso, assim ocasionando a reflexéo.

Em nosso trabalho o FTIR foi utilizado com o objetivo verificar a funcionalizacao e
investigar as ligacdes que ocorrem entre 0s compostos durante as etapas de funcionalizacéo.
Como néo foi possivel realizar as medidas na ponta funcionalizada devido ao seu tamanho, o
sistema da ponta funcionalizada foi reproduzido em escala macroscopica utilizando-se uma
placa de nitreto de silicio funcionalizada. Para a caracterizacdo das placas foi utilizado um
equipamento Jasco FTIR — 410. Os espectros das placas funcionalizadas foram obtidos

empregando a técnica de ATR.
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4.2.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrébnico de varredura (MEV) é amplamente utilizado na
caracterizagdo de materiais. 1sso se deve ao fato de ser capaz de produzir imagens com alta
resolucdo, fornecendo informac6es topograficas da superficie analisada e gerando imagens
tridimensionais. O MEV foi utilizado com o objetivo de medir o raio da ponta e a constante
elastica do cantiléver, investigar a efetividade da funcionalizacdo das pontas de AFM, além da
sua integridade. O microscopio utilizado foi o Jeol modelo JSM-6510, instalado no
laboratdrio de microscopia da Embrapa (Empresa brasileira de pesquisa agropecuéria), sob
coordenacdo do Prof. Dr. Luiz Henrique Capparelli Mattoso e com o auxilio da analista
Viviane Faria Soares. As pontas foram coladas com fita adesiva de carbono sobre o porta-
amostra. Ressalta-se, que n&o foi necessario recobri-las com ouro devido ao carater condutor

do material.

4.2.43  Angulo de Contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas com o objetivo de calcular as
energias de superficie das pontas ndo funcionalizadas, das modificadas quimicamente com a
enzima ALS, e dos substratos contaminados com os herbicidas imazaquin e metsulfuron-metil,
esses valores foram utilizados posteriormente para o calculo do trabalho de adesé&o.

O equipamento utilizado foi o CAM200 da KSV, instalado no Laboratério de
Polimeros da USP— Séo Carlos, sob coordenacéo do Prof. Dr. Antonio José Félix de Carvalho
e com o auxilio da Doutoranda Tamires de Souza Nossa. As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente. Como néo foi possivel realizar as medidas na ponta funcionalizada
devido ao seu tamanho, o sistema da ponta funcionalizada foi reproduzido em escala
macroscépica utilizando-se uma placa de silicio funcionalizada, além disso, foram realizadas
medidas nos substratos de mica contaminada com os herbicidas imazaquin metsulfuron-metil.
O método foi repetido utilizando-se trés tipos de liquidos: agua, formamida e di-iodometano.
Os valores das energias superficiais dos liquidos utilizados estdo representados na TAB. 2.

As energias de superficie dos substratos foram calculadas através da teoria de
Owens-Wendt descrita no topico 3.5. Utilizam-se trés tipos de liquidos para que seja possivel

a plotagem do grafico conforme Equacéo (16), obtendo-se assim trés pontos no grafico e a
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equacdo da reta para cada material analisado. Através da equacao da reta, temos o coeficiente

angular e linear como sendo V< e V75 | respectivamente.

TABELA 2 - Identificacdo das energias dos liquidos utilizados nas andlises de angulo de
contato.

Liquidos Energia Superficial (mN/m)

Y’ % 1%
Agua 51 21,8 72,8
Formamida 19 39 58
Di-iodometano 0 50,8 50,8

Fonte: CANTIN, S., BOUTEAU, M., BENHABIB, F., PERROT, F., Surface Free Energy
Evaluation of Well-Ordered Langmuir-Blodgett Surfaces Comparison of Different Approaches,
Col. and Sur. v. 276, p. 107-115, 2006.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados Experimentais
5.1.1 Medidas de Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho foi empregada com o objetivo de
caracterizar e comprovar a efetiva funcionalizacdo da placa de nitreto de silicio com a enzima
ALS, além de verificar a incorporacdo de APTES e de glutaraldeido sob a placa apds
tratamento. Vale ressaltar, que a placa de nitreto de silicio ndo funcionalizada também foi
caracterizada. O espectro referente a placa de nitreto de silicio (FIG. 17a) representa a placa
que passou apenas pela etapa de limpeza, onde pode-se observar as bandas caracteristicas
intrinsecas do nitreto de silicio: na regi&o de 976 cm ™ apresenta-se o pico referente a ligacéo
Si-O, a banda préxima de 1200 cm ™ indica a ligagdo Si-O-Si. Tal caracterizacio indica que a
placa de nitreto de silicio apresenta-se sem quaisquer contaminacdes que pudessem
comprometer a etapa de funcionalizagdo * .

FIGURA 17 - Espectro FTIR (a) Placa nitreto de silicio, (b) Placa nitreto de silicio -
glutaraldeido e (c) Placa nitreto de silicio - ALS.
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Fonte: SILVA, A.C.N.

A FIG. 17b apresenta o espectro da placa nitreto de silicio funcionalizada com
APTES e glutaraldeido. Analisando-se o espectro pode-se observar um pico préximo de 1623
cm ! que indica a presenca da ligacdo C=N "°. O surgimento dessa banda é um forte
indicativo que a ligacdo do APTES ao glutaraldeido ocorreu */(FIG 18). Ja o espectro da
figura 17c representa a placa que passou por todas as etapas da funcionalizacdo (exposicdo ao
APTES, adicdo de glutaraldeido e ALS). E possivel observar a presenca dos picos que

L referente a

representam a placa de nitreto de silicio, e novamente o pico em 1623 cm -
ligacdo C=N, resultante da ligacdo entre a enzima e o glutaraldeido®. O grupo aldeido da
molécula de glutaraldeido reage com o grupo —NH; do aminoacido da ALS. Nessa rea¢do o
nitrogénio nucleofilico do grupo amino (-NH,) desloca o oxigénio do aldeido, o que provoca a
perda de uma molécula de agua formando, assim, a ligacdo C=N.

A baixa intensidade dos sinais nos espectros apresentados se deve principalmente a
pequena espessura do filme formado na superficie do nitreto de silicio. Além disso, outros
fatores como a baixa refletividade do nitreto de silicio dificultaram a obtencdo de espectros
com melhor resolucdo. Nesse caso, para uma melhor caracterizacdo do material, uma técnica
adicional como espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) poderia ser mais eficiente e

sera posteriormente utilizada.
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FIGURA 18 — (a) Ligacdo do APTES ao Nitreto de silicio, (b) do glutaraldeido ao APTES.
(c) Esquema de todas as etapas de funcionalizacdo das pontas de nitreto de silicio.
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(I}H APTES + Glutaraldeido Hll ALS FTQ
[Nitreto de silici]  [Nitreto de Silicio] [Nitreto de Siliciol [Nitreto de Silicio
(c)

Fonte: (a) Adaptado de OLIVEIRA, V., V., “NOVOS ADSORVENTES DERIVADOS DE
SILICA GEL MODIFICADA COM AMINAS E GLUTARALDEIDO”.Dissertago.
Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2008. (b)Adaptado
de MENEZES, T. A. V. VERCIK, A., BAPTISTA, L., VERCIK, L. C,
O.,PorosificacdoAnddica de Si e Imobilizacio de HRP em Si Silanizado, Lab. de
Nanotecnologia Biossensores e Dispositivos — ZAB — FZEA — USP.

5.1.2 Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura das Pontas de
AFM

As imagens de MEV das pontas de AFM foram realizadas com o objetivo de
verificar a integridade das pontas ndo funcionalizadas. A FIG. 19a representa a ponta nao-
funcionalizada antes da realizacdo de quaisquer medidas, apos o tratamento de limpeza, e a
FIG. 19b representa a ponta ndo-funcionalizada ap6s a realizacdo de curvas de forca. Nota-se
que ndo ha qualquer vestigio de impurezas nas pontas de AFM tratadas (procedimentos de
limpeza), o qual poderia interferir nas medidas de forca de adesdo, resultado que pode ser
corroborado com as medidas de FTIR (FIG. 17). Thundat’™* e seus colaboradores fizeram
testes de curvas de for¢a com pontas contaminadas e pontas limpas por dois procedimentos

diferentes. No primeiro, as pontas foram imersas em solucGes de acetona, metanol e cloreto de
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metileno por aproximadamente 5 min. J& no segundo, as pontas foram inseridas numa camara
de raios UV por 5min.. Em ambos os casos houve uma diminui¢do na forca de adesdo
determinada. No caso das pontas que foram submetidas ao primeiro procedimento de limpeza
houve uma diminuicdo de 10% na forca de adesdo medida, ja as que foram submetidas ao
segundo procedimento demonstraram uma diminuicéo drastica na forca de adesdo medida, o
que comprova a maior eficacia do procedimento de limpeza aplicado.

Ja para as pontas funcionalizadas, o objetivo da utilizacdo do MEV foi verificar a
funcionalizacdo das pontas de AFM em escala nanoscopica. As imagens obtidas sdo
apresentadas na FIG. 19c e 19d. A FIG. 19c mostra a imagem da ponta de AFM
funcionalizada e sem uso. Analisando-se a imagem € possivel detectar a funcionalizacdo. A
FIG. 19d mostra a imagem da ponta funcionalizada ap6s as medidas de curva de forga, nota-
se que apods a realizacdo das medidas de curva de forgca pequenas partes da enzima podem se
desprender, esse fato pode ser atribuido a interacdo que ocorre entre a ponta funcionalizada e

a amostra.
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FIGURA 19 —(a) Imagem de MEV ponta nao funcionalizada sem uso e limpa (procedimento
de limpeza). (b) imagem de MEV da ponta ndo funcionalizada ap6s as medidas de curvas de
forca; (c) imagem da ponta de AFM funcionalizada antes das medidas e (d) apds as medidas
de curva de forga.

SElI  15kV WD11mm 5 x10,000 1pm — SEl  20kV WD12mm S§525 x10,000 1pm
Embrapa Instrumentagdo 14 Nov 2011 Embrapa Instrumentagdo 14 Nov 2011

(a) (b)

SEl  15kV WD11mm  $825 x10,000 1pm — SEI  15kV WD10mm 8525 x10,000 1pm —
Embrapa Instrumentagao 14 Nov 2011 Embrapa Instrumentagdo 14 Nov 2011

(©) (d)

Fonte: SOARES, V.F.

5.1.3 Medidas angulo de contato e energia de superficie
A andlise de angulo de contato foi realizada com o objetivo de determinar as energias
de superficie, importante para o calculo de trabalho de adeséo e forca de adesdo entre a ponta
de AFM e os substratos contaminados com os herbicidas imazaquin e metsulfuron-metil. A
TAB. 3 mostra os resultados das médias dos angulos obtidos para cada amostra e suas
respectivas energias de superficie polar (y,), dispersiva (yq) e total do solido (ys) que foram

calculadas conforme especificado no topico 3.5.
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TABELA 3- Medidas de angulo de contato e energias de superficies calculadas, total, ys,
polar, yp, e dispersiva, yq , para as pontas e 0s substratos.

Angulo de contato 6(°) Energia de
Sélido superficie (mN/m)
Agua Form. Di-iod. Yo Y4 Vs
Imazaquin 64,15 30,43 47,37 1480 29,70 44,60
Metsulfuron-metil 58,55 30,78 39,14 17,20 30,80 47,90
Silicio 51,11 39,84 41,31 24,10 25,20 49,20
ALS 25,26 22,73 35,18 40,70 23,40 64,10

Fonte: SILVA, A.C.N.

Observa-se, mais claramente, na FIG. 20 que o silicio apresenta menor energia de
superficie do que a superficie com a enzima ALS. Tal fato sugere que as pontas ndo
funcionalizadas (aqui representadas pelo silicio) possuem uma menor molhabilidade quando
comparadas com as pontas funcionalizadas com a enzima ALS. Consequentemente, as
superficies das pontas ndo funcionalizadas podem fornecer uma interacdo pouco significativa,
quando comparado com as forcas capilares. Ressalta-se que quanto maior a energia de
superficie de uma amostra maior sera sua afinidade por agua. Desta forma, espera-se uma
interacdo capilar maior para a ponta funcionalizada. Além disso, a superficie contaminada
com o herbicida imazaquin possui menor energia de superficie do que a superficie
contaminada com o herbicida metsulfuron-metil, o que pode fornecer uma menor tendéncia a

interagir com outras superficies de alto valor de energia de superficie’.

72



FIGURA 20 - Grafico comparativo das energias de superficie polares (yp), dispersivas (yq) €
totais (ys) para a ponta de AFM néo funcionalizada (silicio), funcionalizada (ALS) e para 0s
substratos: imazaquin e metsulfuron-metil.

Energia de Superficie

ys
Hyd

Eyp

imazaquin metsulfuron-metil silicio ALS

Fonte: SILVA, A.C.N.

5.1.4 Medidas de curvas de forca
A figura 21 mostra as curvas de forca tipicas para medidas de adesdo entre uma
ponta in natura (sem funcionalizar) e o herbicida (Fig. 21a) e a adesdo entre uma ponta
funcionalizada e o herbicida (nanobiossensor) (Fig. 21b).

FIGURA 21 - (a) Curvas de forca tipica entre uma ponta in natura (sem funcionalizar) e o
herbicida metsulfuron-metil. (b) Para uma ponta funcionalizada e o herbicida metsulfuron-
metil (nanobiossensor).
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Fonte: SILVA, A.C.N.
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A forca de adesdo foi determinada por intermédio de medidas de curva de forca,
analisando o ponto de deflexdo maxima do cantiléver até o desprendimento total da
superficie. A primeira parte do trabalho foi investigar a variacdo regional em cada amostra,
I.e., realizando 30 (trinta) curvas de forca, em trés pontos diferentes do substrato contaminado
com o herbicida imazaquin. A FIG. 22a mostra a varia¢ao regional do substrato contaminado
com imazaquin para a ponta nao funcionalizada. Ja a FIG. 22b mostra a variacdo regional do

substrato contaminado com imazaquin para a ponta funcionalizada com ALS.

FIGURA 22— Grafico comparativo das medidas de forca de adesdo determinadas com ponta
ndo funcionalizada (a) e ponta funcionalizada (b) em trés pontos distintos.
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I Ponto 1
I Ponto 2
I Ponto 3

Ponta funcionalizada imazaquin

16 4 (44,2  0,8) nN

14 4

12 1 (37,5+0,8) nN 43,94 +0,9

Frequéncia

35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
Forga (nN)

(b)
Fonte: SILVA, A.C.N.

O valor médio da forca de adesdo para os trés pontos distintos medidos com a ponta
de AFM nao funcionalizada foi de Fad= (16+1) nN , enquanto que o valor médio da forga de
adesdo para os trés pontos distintos medidos com a ponta de AFM funcionalizada com ALS
foi de Fad= (42 + 4) nN. Nota-se que houve um aumento de 169% na forca de adesdo medida
com a ponta funcionalizada em comparacdo com a ponta ndo funcionalizada. A hip6tese mais
provavel é que esse aumento deve-se a interacdo especifica entre o herbicida imazaquin e a
enzima ALS, além de uma pequena influéncia do aumento do raio da ponta devido a adsor¢édo
de enzima na ponta.

Em relagcdo a dispersdo dos resultados em cada ponto, considerando que o desvio
padrdo é uma medida de dispersdo relativa a média aritmética e os pontos medidos possuem
valores distintos de média aritmética, ndo é cabivel a comparacdo entre eles. Entdo sera

utilizado o coeficiente de variagcdo expresso em porcentagem’®":

. . .~ Desvio Padrao
Coeficiente de Variagio = ———  x 100 (19)
Média Aritmética

O coeficiente de variagdo para as medidas de forca de adesdo, calculado para os trés

pontos medidos sera mostrado na TAB. 4:
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TABELA 4 - Coeficiente de variacdo forca de adesdo medida com as pontas de AFM néo
funcionalizada e funcionalizada com ALS nos substratos contaminados com imazaquin, em
trés pontos distintos.

Ponto Ponta ndo funcionalizada Ponta Funcionalizada
(%) (%)
Coeficiente de 1 1,4 2,0
variagao 2 1,3 2,2
3 1,3 1,8
Média dos Pontos 7,6 9,0

Fonte: SILVA, A.C.N.

Ao observar a TAB. 4, é possivel notar que a variacao da forca de adesdo no mesmo
ponto para a ponta ndo funcionalizada foi< 1,4%, ja para a ponta funcionalizada com a enzima
ALS foi < 2,2 %, e se for analisada toda a amostra a variacao foi < 9,0 %.

A pequena variagdo regional também foi observada utilizando diferentes amostras,
realizando 30 (trinta) medidas de curva de forca em trés substratos diferentes (triplicata)
contaminados com imazaquin. A FIG. 23a mostra a variacdo da forca de adesdo medida sobre
0s substratos contaminados com imazaquin para a ponta nao funcionalizada, e a FIG. 23b
mostra a variacdo da forca de adesdo medida sobre os substratos contaminados com

imazaquin para a ponta funcionalizada com a enzima ALS.
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FIGURA 23 — Gréafico comparativo das medidas de forca de adesdo determinadas com ponta
n&o funcionalizada (a) e ponta funcionalizada (b) em trés substratos distintos.
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Fonte: SILVA, A.C.N.

O valor médio da forca de adesdo para os trés substratos distintos medidos com a
ponta de AFM ndo funcionalizada foi de Fad= (18 + 2) nN. J& o valor médio da forca de

adesdo para os trés substratos distintos medidos com a ponta de AFM funcionalizada com a
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enzima ALS foi de Fad= (40 £ 4) nN. Observa-se que houve um aumento de 132% na forcga
de adesdo medida com a ponta funcionalizada em comparagdo com a ponta nao
funcionalizada, o que caracteriza novamente a interacdo especifica entre a enzima e o
herbicida.

O coeficiente de variagdo calculado para os trés substratos medidos com as pontas de
AFM néo funcionalizada e funcionalizada com a enzima ALS sdo apresentados na TAB. 5.

TABELA 5 - Coeficiente de variagdo da forca de adesdo, medida com as pontas de AFM néo
funcionalizada e funcionalizada com a enzima ALS nos substratos contaminados com
imazaquin, em trés substratos distintos.

Substrato Ponta ndo funcionalizada Ponta Funcionalizada
(%) (%)
1 1,3 1,3
Coeficiente de
_ 2 4,2 2,2
variagédo

3 14 2,7

Média dos
16,6 9,2

Substratos

Fonte: SILVA, A.C.N.

Ao observar a TAB. 5, é possivel notar que a variacdo da forca de adesdo para a
ponta ndo funcionalizada foi < 4,2%, j& para a ponta funcionalizada com a enzima ALS foi <
2,7 %, e se todos 0s substratos forem analisados essa variacao foi < 16,6 %.

Para todas as medidas realizadas até esse momento foram utilizadas as mesmas
pontas, apenas variando 0s pontos e 0s substratos. O proximo experimento foi realizar
medidas com diferentes pontas de AFM, testando 3 (trés) pontas diferentes (realizando
30(trinta) curvas de forca para cada ponta). A FIG. 24a mostra a varia¢do entre trés pontas
distintas ndo funcionalizadas, e a FIG. 24b mostra a variacdo entre trés pontas distintas
funcionalizada com a enzima ALS. As medidas foram determinadas em substratos

contaminados com imazaquin.
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FIGURA 24 - Grafico comparativo das medidas de forca de adesdo determinadas com pontas
ndo funcionalizadas (a) e pontas funcionalizadas (b), sendo que trés pontas foram utilizadas
em cada caso.
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Fonte: SILVA, A.C.N.

O valor médio da forca de adesdo para as trés pontas de AFM ndo funcionalizadas foi
de Fa¢= (13,9 + 0,8) nN, enquanto que o valor médio da forca de adesdo para as trés pontas de
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AFM funcionalizadas foi de Fa4= (44 £ 5) nN. O coeficiente de variagdo calculado para as trés
pontas de AFM ndo funcionalizadas e funcionalizadas s&o apresentados na TAB. 6. Neste
caso, houve um aumento de 216% na forca de adesdo medida com a ponta funcionalizada em

comparagdo com a ponta ndo funcionalizada.

TABELA 6 - Coeficiente de variacdo da forca de adesdo medida com trés pontas de AFM
distintas, ndo funcionalizadas e funcionalizadas com a enzima ALS, nos substratos
contaminados com imazaquin.

Ponta ndo Ponta Funcionalizada

Ponta ) )
funcionalizada (%) (%)
1 0,9 1,3

Coeficiente de
_ 2 1,4 4,8
variacao
3 1,2 3,3
Meédia das
54 11,3
Pontas

Fonte: SILVA, A.C.N.

Ao observar a TAB. 6, é possivel notar que a variacdo da forca de adesdo para a
ponta ndo funcionalizada foi < 1,4%, j& para a ponta funcionalizada com a enzima ALS foi <
4,8 %, e se forem analisadas todas as pontas essa variacao foi < 11,3 %.

O estudo de proteinas imobilizadas na ponta do AFM vem despertando o interesse
dos pesquisadores, a fim de investigar, por exemplo, a forca de interagdo especifica entre as
proteinas (lectinas) e seus carboidratos complementares, que mediam diversas reagdes
biolégicas complexas. Zhang et.al.” realizaram um estudo da forca necesséaria para o
rompimento da ligacdo entre Concanavalina A e mannose aplicando a microscopia de forca
quimica. A funcionalizacdo da superficie com mannose minimiza as interacfes néo
especificas, o que possibilita uma deteccdo mais rapida e confidvel. A funcionalizacdo da
ponta de AFM com Concanavalina A resultou em multiplos eventos de for¢a. Os autores
estimam que um Unico evento possa gerar uma forca de adesdo de (95 £ 10) pN, além disso
permite a determinacdo de vinculo com moléculas individuais com alta especificidade, e pode
ser usada para investigar as interacOes lectina de carboidratos na forma de matrizes de

carboidratos, hem como matrizes lectina.
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Além da investigacdo da forca de adesdo entre pontas ndo funcionalizadas e
funcionalizadas em substratos contaminados com o herbicida imazaquin, foram realizados
estudos da forca de adesd@o entre pontas nao funcionalizadas e funcionalizadas em substratos
contaminados com o herbicida metsulfuron-metil. Para isso foram realizadas (trinta) curvas de
forga, em trés pontos diferentes de cada substrato contaminado com o herbicida metsulfuron-
metil. A FIG. 25a mostra a variagdo regional do substrato contaminado com metsulfuron-
metil para a ponta ndo funcionalizada e a FIG. 25b mostra a variacdo regional do substrato

contaminado com metsulfuron-metil para a ponta funcionalizada com ALS.

FIGURA 25 - Grafico comparativo das medidas de forca de adesdo determinadas com ponta
ndo funcionalizada (a) e ponta funcionalizada (b) em trés pontos distintos.
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Fonte: SILVA, A.C.N.

O valor médio da forca de adesdo para 0s trés pontos distintos medidos com a ponta
de AFM ndo funcionalizada foi de Fa3= (16 + 2) nN, enquanto que o valor médio da for¢a de
adesdo para os trés pontos distintos medidos com a ponta de AFM funcionalizada foi de Fag=
(57 = 4) nN. Houve um aumento de 255% na forca de adesdo medida com a ponta
funcionalizada em comparacdo com a ponta ndo funcionalizada. Como ja citado
anteriormente, acredita-se que esse aumento deve-se a interacao especifica entre o herbicida e
a enzima ALS. Além disso, é possivel observar também um drastico aumento, cerca de 50%,
na forca de adesdo medida nos substratos contaminados com metsulfuron-metil quando
comparado com o substrato contaminado com imazaquin. Isso se deve ao fato de que 0s
herbicidas pertencentes ao grupo sulfoniluréias sdo melhores inibidores da ALS quando
comparados aos herbicidas pertencentes ao grupo da imidazolinas (verificar ANEXO 1)°.

O coeficiente de variacdo calculado para os trés pontos medidos com as pontas de
AFM néo funcionalizada e funcionalizada séo apresentados na TAB. 7. Ao observar a TAB.
7, ¢ possivel notar que a variagdo da forca de adesdo para a ponta ndo funcionalizada foi <
3,7%, ja para a ponta funcionalizada com a enzima ALS foi < 3,5 %, e se for analisada toda a

regido < 13,2 %.
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TABELA 7 - Coeficiente de variacdo da forca de adesdo, medida com as pontas de AFM néo
funcionalizada e funcionalizada com ALS, nos substratos contaminados com metsulfuron-
metil, em trés pontos distintos.

Ponto Ponta ndo Ponta Funcionalizada

funcionalizada (%) (%)

1 1,1 1,4

Coeficiente de
L 2 3,7 35
variacao
3 0,7 15
Meédia dos
13,2 6,7
Pontos

Fonte: SILVA, A.C.N.

Com o objetivo de investigar o comportamento das curvas de forca utilizando pontas
funcionalizadas e ndo funcionalizadas em amostras diferentes, foram realizadas 30 (trinta)
medidas de curva de forca em trés substratos diferentes contaminados com o herbicida
metsulfuron-metil. A FIG. 26a mostra a variagao entre trés substratos distintos, contaminados
com metsulfuron-metil para a ponta nao funcionalizada, e a FIG. 26b mostra a variacdo entre
trés substratos distintos, contaminados com metsulfuron-metil para a ponta funcionalizada

com a enzima ALS.
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FIGURA 26 - Grafico comparativo das medidas de forca de adesdo determinadas com ponta
ndo funcionalizada (a)e ponta funcionalizada (b) em trés substratos distintos contaminados
com metsulfuron-metil.
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Fonte: SILVA, A.C.N.

O valor médio da forca de adesdo para os trés substratos distintos medidos com a
ponta de AFM néo funcionalizada foi de Faq= (13 = 2) nN, enquanto que o valor médio da
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forca de adeséo para os trés substratos distintos medidos com a ponta de AFM funcionalizada
foi de Fag= (58 £ 7) nN. Houve um aumento de 358% na forca de adesdo medida com a ponta
funcionalizada em comparacdo com a ponta ndo funcionalizada.

O coeficiente de variacdo, calculado para os trés substratos medidos com as pontas
de AFM né&o funcionalizada e funcionalizada, sdo apresentados na TAB. 8. Ao observar a
TAB. 8, é possivel notar que a variagdo da for¢a de ades@o para a ponta ndo funcionalizada foi
< 1,0%, ja para a ponta funcionalizada com a enzima ALS foi < 1,5 %, e se forem analisados
os trés substratos < 12,6 %. Para todas as medidas realizadas até esse momento, foram

utilizadas as mesmas pontas apenas variando 0s pontos e 0s substratos.

TABELA 8 - Coeficiente de variacdo da forca de adesédo medida com as pontas de AFM néo
funcionalizada e funcionalizada com a enzima ALS, nos substratos contaminados com
metsulfuron-metil, em trés substratos distintos.

Substrato Ponta ndo Ponta Funcionalizada
funcionalizada (%) (%)
1 0,8 15
Coeficiente de
. 2 0,9 0,9
variacao

3 1,0 0,7

Média dos
12,1 12,6

Substratos

Fonte: SILVA, A.C.N.

Como prdéxima etapa, investigou-se a variacdo da ponta de AFM, sendo que foram
testadas trés pontas diferentes e cada ponta realizou trinta curvas de forca. A FIG. 27a mostra
a variacao entre trés pontas distintas ndo funcionalizadas, e a FIG. 27b mostra a variacao entre
trés pontas distintas funcionalizada com a enzima ALS. As medidas foram determinadas em

substratos contaminados com metsulfuron-metil.
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FIGURA 27 - Grafico comparativo das medidas de forca de adesdo, determinadas com ponta
ndo funcionalizada (a) e ponta funcionalizada (b), em substratos contaminados com
metsulfuron-metil. Foram utilizadas trés pontas diferentes em cada caso.

Ponta nao funcionalizada B Ponta 1
- . I Ponta 2
. metsulfuron-metil B Ponto 3
(14,3 £0,2) nN
12
15,1 £ 0,2) nN
104 ( )n

30  0,64)

Frequéncia
(-]
L

24
0-
13,5 14,0 14,5 15,0 15,5
Forga (nN)
(@
Ponta funcionalizada I Ponta 1
. I Ponta 2
metsulfulron-metil B Ponta 3
20 4
—
(64,1 £0,4) nN
15 4

(69 % 1) nN

(66 1) nN

Frequéncia
—
o

64 66 68 70 72
Forga (nN)

(b)

Fonte: SILVA, A.C.N.
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O valor médio da forca de adesdo para as trés pontas de AFM néo funcionalizadas foi
de F a¢= (14,6 = 0,5) nN, enquanto que o valor médio da forca de adesdo para as trés pontas
de AFM funcionalizadas foi de F 54= (66 £ 3) nN. Houve um aumento de 356% na forca de
adesdo medida com a ponta funcionalizada em comparacdo com a ponta ndo funcionalizada.

O coeficiente de variagéo calculado para as trés pontas de AFM néo funcionalizadas
e funcionalizadas serdo mostrado na TAB. 9. Ao observar a TAB. 9, é possivel notar que a
variacdo da forca de adesdo para a ponta ndo funcionalizada foi < 4,5%, ja para a ponta

funcionalizada com a enzima ALS foi < 1,9 %, e se forem analisadas as trés pontas < 4,0 %.

TABELA 9 - Coeficiente de variacdo da forca de adesdo medida com trés pontas de AFM
distintas, ndo funcionalizada e funcionalizada com a enzima ALS, nos substratos
contaminados com metsulfuron-metil.

Ponta Ponta ndo Ponta Funcionalizada

funcionalizada (%) (%)

1 1,1 0,7

Coeficiente de
_ 2 1,4 1,9
variacao
3 45 1,7
Meédia das
3,2 40
Pontas

Fonte: SILVA, A.C.N.

O aumento percentual médio da forca de adesdo medida com a ponta funcionalizada
com a enzima ALS, sobre os substratos contaminados com imazaquin foi de 172%, e sobre os
substratos contaminados com metsulfuron-metil 323%. E possivel observar que em ambos 0s
casos 0 aumento percentual foi drastico; a analise desses dados é promissora, pois sugere que
é possivel utilizar pontas de AFM funcionalizadas para aplicacdo em sensoriamento de
hercibidas.

Nos ultimos anos, a funcionalizacdo quimica de pontas de AFM tem despertado o
interesse de alguns grupos de pesquisa, Kaur e seus colaboradores’ investigaram o
desenvolvimento de um imunobiossensor para deteccdo dos herbicidas é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético e atrazina, eles imobilizaram anticorpos numa superficie e aplicaram
pontas de AFM funcionalizadas com hapteno-proteinas. O estudo indicou um grande

potencial do AFM para ser aplicado em um imunobiossensor que determinaria a presenca e
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também avaliaria as interagdes anticorpo-hapteno. Porém, a funcionalizacdo de pontas de
AFM com enzima, para o desenvolvimento de um nanobiossensor é inédita®, ja que o Gnico
trabalho publicado na literatura sobre esse tema é de nosso grupo de pesquisa’’. Além disso, a
partir dos resultados apresentados em nosso trabalho, pode-se desenvolver nanossensores para

deteccdo de outros contaminantes, tais como toxinas, metais pesados e outros pesticidas.

5.2 Resultados Tedricos
521 Calculo do trabalho de adeséo

Utilizando a Equacéo 5 calculou-se o trabalho de adesdo entre os sistemas: herbicida-
enzima e herbicida-ponta. Tais resultados estéo representados na FIG.28, do qual se observa
que o trabalho da adesdo entre a ponta funcionalizada com a enzima ALS e o0s substratos
contaminados com imazaquin e metsulfuron-metil € maior quando comparado com a ponta
ndo funcionalizada. Esses resultados serdo utilizados para calcular a forca de adesédo total
entre a ponta do AFM e o herbicida. O valor total permite explicar a afinidade entre o
herbicida e a enzima. Ressalta-se que o trabalho de adesdo ndo permite calcular a interacdo
especifica entre o herbicida e a enzima, o que acarretaria numa diferenca mais drastica entre
os valores apresentados na FIG. 28. O trabalho de ades&o leva em consideragdo somente a
afinidade energética entre as amostras, conforme a Equacéo 5.

® Pesquisa realizada no ISI Web of Science no dia 17/02/2012.
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FIGURA 28 - Representacdo do Trabalho de Adeséo entre a ponta ndo funcionalizada (Si),
ponta funcionalizada (ALS) e os substratos contaminados com imazaquin e metsulfuron-
metil.

Trabalho de Adesdo (mN/m)

Fonte: SILVA, A.C.N.

5.2.2 Calculos da Forca de Adesdo usando os modelos DMT e JKR

Os valores tedricos da forca de adesdo foram calculados aplicando as teorias
discutidas no item 3.7.3, DMT e JKR. Foi utilizado um raio de curvatura de 20 = 5nm para as
pontas ndo funcionalizadas, 30 + 5nm para as pontas funcionalizadas e y;,,-0,072 N/m para
energia de superficie da agua.

A TAB. 10 apresenta os resultados tedricos, para a ponta funcionalizada com a
enzima ALS e para a ponta ndo funcionalizada, sendo que com ambas as pontas foram
realizadas testes com os herbicidas imazaquin e metsulfuron-metil. Os resultados alcancgados
neste topico serdo utilizados para calcular a forca de adesdo total entre a ponta do AFM e a

amostra.
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TABELA 10 — Apresentacdo dos resultados experimentais e tedricos da forca de adesdo
determinada para a ponta funcionalizada com a enzima ALS e para a ponta ndo
funcionalizada. Com ambas as pontas foram realizadas testes com os herbicidas imazaquin e
metsulfuron-metil.

DMT JKR
|F| (nN) |F| (nN)
Ponta Imazaquin 18,0 13,5
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 19,1 14,4
Ponta nado Imazaquin 8,9 6,6
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 12,0 9,0

Fonte: SILVA, A.C.N.

A seguir sera apresentado um grafico (FIG. 29), com os dados tedricos mostrados na

TAB 10 para melhor visualizagio dos resultados.

FIGURA 29-Forca de Adesdo Tedrica obtida através das teorias DMT e JKR.

For¢a de Adesao Tedrica DMT x JKR

19,1

@ DMT (nN)
# JKR (nN)

| IMA MET | IMA MET |

| Ponta Funcionalizada | Ponta ndo Funcionalizada |

Fonte: SILVA, A.C.N.
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5.2.3 Calculos da forga capilar
A TAB. 11 mostra os valores da forca capilar que foi calculada de acordo com a
Equacdo 13. A forca capilar tem uma grande influéncia na forca de adesdo medida em
atmosfera ambiente, pois as amostras expostas ao ar formam uma fina camada de agua na
superficie. Além disso, os resultados deste topico serdo utilizados no calculo da forca de

adesao total.

TABELA 11 — Calculo teorico da forca capilar.

Forca
Capilar (nN)
Ponta Imazaquin 18,5
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 19,6
Ponta néo Imazaquin 9,8
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 10,5

Fonte: SILVA, A.C.N.

A forga capilar determinada com a ponta funcionalizada apresenta valores maiores
devido a hidrofilicidade da enzima ALS, o que pdde ser comprovado com a determinacgdo do
angulo de contato. A seguir serd apresentado um grafico (FIG. 30) para melhor visualizacdo

dos dados.
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FIGURA 30 — Gréfico calculo tedrico da forca capilar.

Forga Capilar (nN)

IMA MET

Ponta Funcionalizada

| IMA MET |

| Ponta ndo Funcionalizada |

Fonte: SILVA, A.C.N.

5.2.4 Calculo da Forca de Adeséo Tedrica Total

O valor teorico total da forca de adesdo entre dois materiais pode ser obtido

utilizando a EqQ. 17 (F{ora = Feap + Fomr/jxr)- Nessa equagdo sdo somadas as principais

componentes da forca de ades&@o. A seguir serdo apresentados os valores calculados para forca
de adesdo teorica total, aplicando a teoria DMT e JKR (TAB. 12).

TABELA 12 — Apresentacdo do célculo da forca de adesdo teorica aplicando a teoria DMT.

Moédulo da Forca
Adeséo Teorica Total
com DMT (nN)

Mddulo da Forca
Adesao Teorica Total
com JKR (nN)

Ponta Imazaquin 36,5 32,0
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 38,7 34,0
Ponta néao Imazaquin 18,7 16,5
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 22,5 19,5

Fonte: SILVA, A.C.N.
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A FIG. 31 apresenta os valores calculados para a forga de adeséo total utilizando as
teorias DMT e JKR para auxiliar na visualizagdo dos resultados.

FIGURA 31-Mddulo da forga de ades&o total utilizando as teorias DMT e JKR.

For¢a de Adedo Tedrica Total - DMT x JKR

# DMT (nN)
i JKR (nN)

| IMA MET | IMA MET |

| Ponta Funcionalizada | Ponta ndo Funcionalizada |

Fonte: SILVA, A.C.N.

A forca de adesdo medida experimentalmente pode ser corroborada com a forga de
adesdo tedrica total por intermédio da TAB. 13. Os dados tedricos apresentados pelas duas
teorias, para a ponta funcionalizada (linhas em azul) foram bem menores do que os dados
experimentais, isso se deve a uma forca especifica presente entre a ponta funcionalizada e a
amostra. As duas teorias ndo levam em consideragdo a ocorréncia de uma forca especifica no
sistema esfera-plano; E ressalta-se que ndo foi encontrada na literatura uma equacgdo que
permitisse o célculo da forca especifica. Portanto, podemos considerar os resultados
coerentes.

A forga de adeséo medida em ar é representada pela Eq. 20.

ar —
experimental — Ftotal + Fespecifica (20)
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TABELA 13 - Apresentacdo dos resultados experimentais e teoricos da forca de adesdo
determinada para a ponta funcionalizada com a enzima ALS e para a ponta nao
funcionalizada. Com ambas as pontas foram realizadas testes com os herbicidas imazaquin e
metsulfuron-metil.

£y | Froca = | Pl

DMT (nN) JKR (nN)
Ponta Imazaquin 39+2 36,5 32,0
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 64,1+0,4 38,7 34,0
Ponta nao Imazaquin 13+0,1 18,7 16,5
Funcionalizada | Metsulfuron-metil 14,3+0,2 22,5 19,5

Fonte: SILVA, A.C.N.

A seguir sera apresentado um gréafico (FIG. 32) que compara os resultados

experimentais e tedricos para melhor visualizacao.

FIGURA 32 — Grafico comparativo entre os resultados experimentais e tedricos da forca de
adesdo determinada para a ponta funcionalizada com a enzima ALS e para a ponta ndo
funcionalizada. Com ambas as pontas foram realizadas testes com os herbicidas imazaquin e
metsulfuron-metil.

Forga de Adesdo Experimental x Forga de Adesdo Tedrica (DMT e JKR)

64 B Exp. (nN)
B DMT (nN)

JKR (nN)

| IMA MET | IMA MET |

» | «

- »
Ponta ndo Funcionalizada

y

db
. . .
| Ponta Funcionalizada

Fonte: SILVA, A.C.N.
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Na sequéncia, serd apresentada uma tabela (TAB. 14), com os resultados semi-
empiricos do calculo da forca especifica. O calculo foi efetuado de acordo com a Eq. 21.

Fespecifica = Fexperimental - Ftotal (21)

TABELA 14 — Resultados semi-empiricos do calculo da forca especifica.

AD AD
Fip (0N) | 42 ica(MN) | Fispecifica(MN)
DMT
IMA 39+2 36,5 2,5
ALS
MET 64,1+0,4 38,7 25,4
JKR
IMA 39+2 32,0 7,0
ALS
MET 64,1+0,4 34,0 30,1

Fonte: SILVA, A.C.N.

Realizando-se testes com herbicidas de varios grupos (ANEXO 1), é possivel obter
uma curva de calibracdo, assim futuramente, a partir dessa curva, tracar uma equacao semi-
empirica que descreve a Forca Especifica. A seguir sera mostrado um gréafico (FIG. 33a), que
compara a forca especifica aplicando as teorias DMT e JKR para os herbicidas imazaquin
(IMA) e metsulfuron-metil (MET). Observa-se claramente que a adesdo entre a ponta
funcionalizada com a enzima ALS e o substrato contaminado com imazaquin (IMA) é menor
guando comparado com a ponta funcionalizada com a enzima ALS e o substrato contaminado
com o herbicida metsulfuron-metil (MET) (FIG. 33a). Esse fendmeno pode ser explicado pela
maior inibicdo da enzima ALS pelos herbicidas pertencentes ao grupo sulfoniluréias™. A FIG.
33b mostra um grafico que compara a forca de adesdo medida com uma ponta nao
funcionalizada, com uma ponta funcionalizada com a enzima ALS sobre substratos
contaminados com o herbicida metsulfuron-metil para mais de 5000 medidas consecutivas. E
possivel observar o grande aumento na forca de adeséo, esse aumento pode ser atribuido a
presenca da interacdo especifica. Observa-se um desvio maior para as duas medidas
comparado com as medidas anteriores, isto se deve ao nimero maior de medidas de curva de

forca.
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FIGURA 33 — (a) Grafico comparativo da forca especifica semi-empirica aplicando as teorias
DMT e JKR. (b) Gréfico comparativo da forca de adesdo medida com uma ponta ndo
funcionalizada, com uma ponta funcionalizada com a enzima ALS sobre substratos
contaminados com o herbicida metsulfuron-metil.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos e apresentados nesse trabalho, foram possiveis as
seguintes conclusoes:

As medidas de angulo de contato permitiu calcular as energias de superficie das pontas
ndo funcionalizadas, das modificadas quimicamente com a enzima ALS, e dos substratos
contaminados com os herbicidas imazaquin e metsulfuron-metil.

Através de calculos matematicos foi possivel determinar o trabalho de adesdo nas
interfaces analisadas, o que demonstrou maior afinidade entre a superficie da ponta modificada
guimicamente e 0s substratos contaminados com os herbicidas estudados, do que a ponta nao
funcionalizada. Esses resultados corroboraram com as curvas de forca que apresentaram maior
forca de adesdo entre as pontas funcionalizadas e os substratos contaminados com os herbicidas.

Os resultados de curva de forca mostraram que 0s substratos contaminados com o
herbicida imazaquin apresentam menor forca de adesdao quando comparados com os substratos
contaminados com o herbicida metsulfuron-metil. Tais resultados evidenciam que o herbicida
imazaquin é menos eficiente na inibicdo da enzima ALS.

As imagens de MEV e os espectros de FTIR permitem verificar a funcionalizagdo
das pontas em escala microscopica; os espectros de FTIR apresentam evidéncias da efetiva
funcionalizacdo das pontas, ja as imagens de MEV permitem verificar o que ocorre com as
pontas antes e apds a determinacdo das curvas de forca.

A forca de adesdo determinada com a ponta funcionalizada com a enzima ALS teve
um aumento de aproximadamente 172%, quando comparada com a ponta nao funcionalizada,
para os substratos contaminados com imazaquin, e 323%, quando comparada com a ponta néo
funcionalizada, para os substratos contaminados com metsulfuron-metil. Tais resultados sdo
promissores, pois sugerem gue pontas de AFM funcionalizadas quimicamente tém um grande
potencial para aplicacdo em nanobiossensores para detec¢do dos herbicidas imazaquin e
metsulfuron.

Os modelos tedricos utilizados em nosso trabalho corroboraram de forma satisfatoria
com os resultados experimentais 0 que evidencia a potencialidade da técnica para a

construgéo de nanossensores especificos utilizando a microscopia de forga atbmica.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho as principais sugestfes para trabalhos

futuros sao:
1.

Realizar testes com herbicidas inibidores enzimaticos de outros grupos (ANEXO
), e verificar a influéncia da concentracéo da solugdo na determinagdo das curvas
de forca.

Funcionalizar quimicamente pontas de pontas de AFM com outras moléculas,
com o objetivo de detectar outros contaminantes como toxinas e metais pesados.
Realizar a funcionalizagdo quimica em pontas de AFM distintas, variando o
tamanho do raio de curvatura, para verificacdo da influéncia de raios maiores e
menores na forca de adesdo medida através das curvas de forca.

Variar a umidade relativa do ar, a fim de investigar a influéncia da forca capilar na
determinagéo das curvas de forca.

Realizar testes em liquido, com o objetivo de estudar a interacdo especifica
quando estdo ausentes a forca capilar e forca VDW.

Modelar a interacdo enzima-herbicida utilizando dados experimentais e tedricos
(modelagem semi-empirica);

Encontrar a equacdo teorica da interacdo especifica.

Estudar o sistema ponta-amostra com Microscopia de Forca Lateral.
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