42

VIl Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegécio

688

515=—

Transmitancia
1585
1300 ——_
836

1184
1083
975

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda ( cm™)

Figura 2. Espectro no infravermelho para o filme Qui/PEDOT:PSS com 7 bicamadas.

4 CONCLUSAO

Neste trabalho foi utilizada a técnica de LbL para crescimento de filmes nanoestruturados con-
tendo quitosana. O crescimento dos filmes Qui/PEDOT:PSS e Qui/Ft, monitorado através do aumento
na absorbancia pelo nimero de bicamadas, apresentou comportamento linear. O espectro na regido do
infravermelho confirmou, através das bandas de transmissao caracteristicas, a presen¢a dos materiais no
filme. Esses filmes serdo utilizados como plataforma na imobilizacao de enzimas.
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Resumo
O presente estudo visou o desenvolvimento de filmes com arquiteturas nanoestruturadas para utiliza-
¢do em biossensores. Foram depositados filmes nanoestruturados através da técnica de automontagem
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(layer-by-layer technique - LbL) utilizando as enzimas: lisozima, pepsina e tripsina e os polimeros
hidrocloreto de polialilamina (PAH) como polication e Poliestireno-sulfonato (PSS) como polianion. O
crescimento dos filmes foi caracterizado pela técnica espectroscopica na regido do UV-Vis e a analise
morfologica pela técnica de Microscopia de Forga Atomica. Obtiveram-se filmes uniformes € com bom
recobrimento superficial.

Palavras-chave: Biossensor; Layer-by-Layer; Polimeros, Enzimas.

DEVELOPMENT OF NANOSTRUCTURED ARCHITECTURES TO ELECTROCHEMICAL
BIOSENSORS USING SELF-ASSEMBLY TECHNIQUE

Abstract

The present work aims at developing films with nanostructured architectures to use in biosensors.
Layer-by-layer nanostructured films were obtained with the following enzymes: lysozyme, pepsin and
trypsin and the polymers: polyallylamine hydrochloride (PAH) and polystyrene sulfonate (PSS) which
are the polycation and polyanion, respectively. The film growth was characterized by UV-Vis spectro-
scopic technique and the morphological analysis by Atomic Force Microscopy. Uniforms films with
good surface coverage were observed.

Keywords: Biosensor; Layer-by-Layer; Polymer; Enzyme.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de sensores e biossensores produzidos com materiais nanoestruturados se
tornaram uma ferramenta imprescindivel na avaliagdo de insumos e na deteccao de contaminantes. Na
agroindustria, contudo, a aplica¢do de biossensores encontra-se ainda incipiente e com largo espago para
exploracao.

Biossensores sdo geralmente definidos como dispositivos que utilizam um bioreceptor seletivo
com afinidade para uma amostra ou um analito de interesse. O bioreceptor (geralmente uma espécie
bioquimica como anticorpos, oligonucleotideos ou enzimas) é acoplado a um transdutor que utiliza um
tipico mecanismo bioquimico de reconhecimento e converte o resultado de interagdo em um sinal men-
suravel. O uso de uma enzima associada a um eletrodo ¢ uma das mais simples e eficientes classes de
biossensores. Esta aproximacgdo combina a especificidade de uma reagdo enzimatica com a forga anali-
tica de uma deteccdo eletroquimica. A enzima é normalmente imobilizada sobre um transdutor condutor
e o sinal elétrico obtido é correlacionado com a espécie ou concentragdo do substrato a ser detectado
(CORREA, 2014).

Neste trabalho sera apresentada a preparagdo e caracterizagdo de arquiteturas enzimaticas-poli-
méricas nanoestruturadas para a deteccao de patogénicos, para futura utilizagdo em biossensores.

2 MATERIAIS E METODOS

Todas os reagentes empregados neste trabalho foram adquiridos da Sigma Aldrich: Lisozima,
codigo L6876; Tripsina, codigo T8003 e Pepsina, codigo P6887, assim como os polimeros utilizados
para o crescimento dos filmes: hidrocloreto de polialilamina (PAH) (polication) e poliestireno-sulfonato
(PSS) (polidnion).

Para preparo das enzimas foram utilizadas as solugdes: Lisozima: pH = 6.2 tampao fosfato;
Tripsina: pH = 8.3 tampao trizma; Pepsina: pH = 1.6 tampao fosfato.

Os filmes automontados foram depositados sobre laminas de quartzo utilizando a técnica de
LbL (DECHER, 1997). Antes do crescimento das bicamadas com as enzimas, depositaram-se 2 camadas
poliméricas de PAH/PSS para favorecer o crescimento dos filmes enzimaticos. Foram estudados trés
arranjos de filmes: PAH/Pepsina, PAH/Lisozima ¢ PAH/Tripsina, com distintas bicamadas (0 a 7).

O crescimento dos filmes automontados foi acompanhado utilizando-se a técnica de espectros-
copia UV-Vis (Perkin Elmer — Lambda 25) e a caracterizagdo morfologica pela técnica de Microscopia
de For¢a Atdmica com o equipamento Dimension V (Veeco), utilizando pontas de silicio anexadas a um
microcantilever de constante de mola 42,0 N/m e frequéncia de ressonancia de 285,0 KHz. Todas as
imagens foram obtidas em modo tapping™ com velocidade de varredura de 1,0 Hz. A raiz quadrada da
média da rugosidade (Rms) e a espessura foram calculadas usando o software Gwyddion (Versao 2.18,
Novembro 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudou-se a formacdo de filmes automontados com as enzimas pepsina, tripsina e lisozima em
laminas de quartzo, sendo acompanhado a cinética de crescimento dos filmes, ou seja, a variacdo na
concentracdo de material adsorvido na superficie do quartzo em fungdo do incremento da absorbancia
observado em 220 nm. Foram depositadas bicamadas PSS/enzima, variando-se a concentragao das en-
zimas.
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Figura 1. Grafico da absorbancia de diferentes bicamadas de enzimas (Tripsina, Lisozima e Pepsina,
respectivamente) sobre quartzo variando-se a concentragdo enzimatica.

Pode-se observar um crescimento constante e linear em todos os casos analisados. O crescimen-
to nos valores de absorbancia comprovaram que a deposi¢ao por LbL resulta na adsor¢ao das bicamadas
polimero/enzima.

Segundo estudos (JIN, 1995), a dependéncia da resposta do eletrodo com o ntimero de camadas
enzimaticas ¢ alcancada com a deposigao de até 6-7 camadas, onde observou a transi¢ao da dependéncia
cinética para a difusional, obtendo uma resposta elétrica constante. Para o nosso estudo, determinou-se
a utilizagdo de no maximo 7 camadas enzimaticas. Pode-se também observar a variacao do crescimento
dos filmes com as diferentes concentragdes, das quais optou-se por utilizar a concentragdo de 0.5 mg/
mL, por ser uma concentracao média e apresentar um carater otimizado frente a maiores concentragdes.

Na Figura 2, estdo apresentadas as micrografias de for¢a atomica comparando “substrato de
quartzo/camada colchdo” com “substrato de quartzo/camada colchdo/1 camada enzimatica”. Os valores
de rugosidade estdo indicados abaixo de cada imagem.

Substrato + camada colchéo | 1 camada enzimatica
Tripsina

Pepsina
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Substrato + camada colchao 1 camada enzimatica
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Figura 2. Micrografias de for¢a atomica.

Pode-se observar que a deposi¢do da camada colchdo recobriu totalmente o substrato, porém
de forma irregular. A deposicao de tripsina e pepsina diminuiram o valor da rugosidade dos filmes auto-
montados, enquanto a lisozima teve efeito contrario, aumentando a rugosidade.

4 CONCLUSAO

O estudo realizado determinou os pardmetros para o crescimento de filmes poliméricos/enzima-
ticos utilizando a técnica de LbL, assim como a concentra¢ao das enzimas a serem utilizadas. Estudos
por AFM demonstraram a eficiéncia de recobrimento da arquitetura proposta. Novos estudos e caracte-
rizagdes fisico-quimicas estdo em andamento para aplicagdo destes filmes em biosenssores.
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