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RESUMO

Os agrotoxicos estao entre 0s principais produtos quimicos mais agressivos ao meio
ambiente devido a persisténcia no solo e em ambientes aquaticos, aos efeitos a longo
prazo nos organismos Vvivos, além da mobilidade entre regifes, em grande maioria
destruindo ecossistemas e atingindo areas adjacentes a producdo agricola. O
glifosato [N-(fosfonometil) glicina] € um herbicida ndo seletivo de amplo espectro e é
mundialmente conhecido e comercializado. No entanto, sua aplicacdo massiva e fora
de controle na agricultura tem levado a preocupac¢des ambientais e relacionadas a
saude, visto que nos ultimos anos surgiram diversos estudos demonstrando a
contaminacdo na agua, solo e alimentos. Portanto, € de grande importancia o
desenvolvimento de métodos capazes de deteccdo simples e de baixo custo que
possam evidenciar diferentes limites permitidos por 6rgaos regulamentadores. Neste
trabalho, a nanotecnologia foi aplicada para a fabricacdo de um biossensor baseado
em nanoparticulas de ouro a partir do fenbmeno de ressonancia plasménica de
superficie localizada (LSPR). As nanoparticulas acopladas a um anticorpo anti-
glifosato do tipo IgY (AuNp-Ac) foram utilizadas como elemento de reconhecimento
de glifosato. O sensor desenvolvido apresentou eficacia na deteccao de glifosato com
faixa linear de 0,009 ug.L?! a 10.000ug.L. A resposta do biossensor foi robusta e
precisa, apresentando resultados que abrangem a faixa de interesse segundo a
ingestdo diaria aceitavel de 0,5 mg/kg, viabilizando uma alternativa promissora para
deteccdo em tempo real de pesticidas.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro, herbicida, nanotecnologia, biossensor,
anticorpo.



ABSTRACT

Pesticides are among the main chemical products that are most aggressive to the
environment due to their persistence in soil and aquatic environments, their long-term
effects on living organisms, in addition to mobility between regions, mostly destroying
ecosystems and reaching areas adjacent to agricultural production . Glyphosate [N-
(phosphonomethyl) glycine] is a non-selective, broad-spectrum herbicide and is known
and marketed worldwide. However, its massive and out-of-control application in
agriculture has led to environmental and health-related concerns, as in recent years
there have been several studies demonstrating contamination in water, soil and food.
Therefore, it is of great importance to develop methods capable of simple and low-cost
detection that can show different limits allowed by regulatory bodies. In this work,
nanotechnology was applied to the fabrication of a biosensor based on gold
nanoparticles from the phenomenon of localized surface plasmon resonance (LSPR).
Nanoparticles coupled to an IgY-type anti-glyphosate antibody (AuNp-Ac) were used
as a glyphosate recognition element. The developed sensor was successful for
detecting glyphosate in a wide linear range from 0,009 ug.L? to 10.000ug.L. The
biosensor response was stable and reproducible, with results that cover the range of
interest according to the acceptable daily intake of 0.5 mg/kg, providing a promising

alternative for real-time detection of pesticides.

Keywords: Gold nanopatrticles, herbicide, nanotecnology, biosensor, antibody.
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1 INTRODUCAO

O glifosato € um herbicida de amplo espectro e pds-emergente utilizado para controle
de ervas daninhas na agricultura [1] que consiste em um aminoacido glicina e uma
fracdo fosfonometil e esta presente em formulacdes comerciais como principio ativo,

a exemplo o Roundup®, popular na comunidade agricola [2].

Atualmente, o uso indiscriminado do herbicida na agricultura fortaleceu a
comercializacdo em ampla escala e apesar de existirem estudos que demonstram os
impactos no meio ambiente e na saude, o glifosato continua a ser amplamente
utilizado, visto que alternativas comerciais ecoldgicas séo limitadas [3]. De acordo com
Benbrook [4] a participac&o global no uso do glifosato corresponde a 72%, apenas
banido pela Unido Européia, Austria e Alemanha. No Brasil, a Anvisa decidiu manter
o uso do glifosato, mas com restricbes e com o comprometimento dos agricultores
para o implemento de tecnologias que reduzam em 50% a dispersdo do defensivo
para fora da lavoura. No estado do Espirito Santo, grande parte dos herbicidas
comercializados possuem o glifosato na formulacdo, chegando a registrar um nimero
anual de 35,119268 toneladas de glifosato comercializado nos municipios
pertencentes a Bacia do Rio Jucu, dentre eles Domingos Martins, Marechal Floriano,
Viana, Guarapari e Vila Velha, sendo que a maior parte é comercializada no municipio

de Marechal Floriano com um total de 21,591018 toneladas apenas no ano de 2016

[5].

O monitoramento de glifosato e seus residuos é essencial para a preservacao do meio
ambiente e da saude dos seres humanos. As técnicas atuais demandam altos custos
de equipamentos, técnicas laboriosas e longos prazos de analise, como é o exemplo
da andlise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrometria de
massa por cromatografia em fase gasosa (CG), além do tradicional teste de ELISA
gue depende de leitura automatizada dos dados em microplacas e teste
imunocromatografico que possui baixa sensibilidade, dependendo fortemente da

concentracdo da amostra a ser analisada.

Neste sentido, 0os biossensores baseados em ressonancia plasménica de superficie
(SPR) tornaram-se uma ferramenta central para caracterizar e quantificar interacdes

biomoleculares [6] e possuem a capacidade de medir o indice de refracdo ou absor¢cao
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Optica para obtencao do sinal de interacdo biomolecular [7]. O uso de LSPR tem se
mostrado bastante promissor, sendo considerada uma técnica de baixo custo e com
manuseio de baixa complexidade. Nos ultimos anos, houve um crescente niumero de
publicagcdes envolvendo o desenvolvimento de sensores a partir de LSPR com
diferentes estratégias para deteccdo de pesticidas [9-13]. Existem técnicas que
utilizam a adicdo de mais de um tipo de metal [14],[15] ou a associacdo com ensaios

colorimétricos [16].

Ante 0 exposto, o presente trabalho consiste no desenvolvimento de um sensor
baseado em LSPR para deteccdo de glifosato em amostras de alimentos. Para esta
finalidade, foram desenvolvidas duas técnicas diferentes de deteccdo. A primeira é
fundamentada na funcionalizacdo com o composto quimico cisteamina que possui um
grupo tiol (-SH) que apresenta afinidade por AuNp’s e forma uma forte ligacdo entre
ouro e enxofre (Au-S), expondo o grupo amino (-NH2) na superficie das AuNp’s. A
segunda técnica apoia-se na utilizacdo de um anticorpo especifico para glifosato
conjugado a superficie da nanoparticula de ouro e essa reagcdo imunoquimica é
convertida em fendmeno mensuravel através de sinal Optico, aumentando a
sensibilidade do teste. Ambas as técnicas ocasionaram mudancas no espectro de
absorbancia devido a alteragédo na superficie plasmonica do nanomaterial, efetivando
a deteccédo do analito em baixas concentracoes.

A estratégias de deteccdo expostas neste trabalho poderdo ser uma alternativa
eficiente ndo s6 para o herbicida glifosato, mas também para outros tipos de
herbicidas e pesticidas a partir da adaptacdo do sensor com anticorpos especificos

para um determinado analito.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPACTOS AMBIENTAIS E A SAUDE OCASIONADOS POR EXPOSICAO A
GLIFOSATO

O (¢lifosato foi introduzido no mercado em 1974 através da empresa Monsanto
Company como o principal composto do herbicida Roundup® e desde entéo,
corresponde ao primeiro lugar no ranking dos agrotoxicos mais comercializados
mundialmente. E comercialmente disponibilizado em diversas formas de sal como
isopropilamina, amdnio, potassio e triénio. Na tab. 1 em sequéncia estao listados os
cinco principais herbicidas utilizados no Brasil, dentre eles o herbicida glifosato,
apresentando o topo da taxa de adesao na agricultura.

Herbicida Tipo de Cultura
. Gréaos, algodéo, cana-de-agucar, cereais, frutas, fumo, eucalipto e
Glifosato . .
seringueiras
2,4-D Grdos, cereais, cana-de-acgUcar e eucalipto
Atrazina Graos, cana-de-acUcar, abacaxi e seringueiras
Paraquate Grdaos, algodao, cana-de-acgUcar, frutas e batata
Diurom Algodéo, graos, cana-de-aglcar, eucalipto e frutas
S-Metacloro Algodéo, cana-de-agucar, grdos, mandioca e eucalipto

Tabela 1 — Principais herbicidas comercializados no Brasil segundo o IBAMA e
Ministério da Agricultura (2019).

Os herbicidas de amplo espectro a base de glifosato sdo os mais utilizados
mundialmente no controle de ervas daninhas pos-emergentes visto que culturas
geneticamente modificadas resistentes ao glifosato foram introduzidas na agricultura,
como a soja e o milho. O uso prolongado desse herbicida bem como seus residuos
provenientes de degradacao afeta de forma negativa o0 meio ambiente e a saude [17-
19].

De acordo com a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
[20], o glifosato e seu principal metabdlito, o acido aminometilfosfonico (AMPA), séo

preocupantes quanto a toxicidade, devido ao acumulo de residuos téxicos na cadeia
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alimentar, sendo este um motivo de questionamento e que apresenta divergéncias de
opinides, dado que é um herbicida que afeta diretamente as plantas. Contudo, assim
gue misturado com diferentes surfactantes, seu uso em excesso contribui para que os
residuos desses surfactantes e produtos de degradacdo entrem em contato por via
respiratoria e através da pele, potencializando o risco do desenvolvimento de
doencas. Diversos estudos descreveram o0s prejuizos causados pela exposicao direta
como doencgas neuroldgicas [21], relacionadas ao cancer [22], doencgas relacionadas
a distarbios hormonais [23],[24], altera¢Bes enddcrinas [25], mudancas genotdxicas

[26],[27] e citotoxicas em linhagem de células epiteliais de mucosas [27].

Os impactos referentes a saude estdo relacionados a frequéncia de exposicao,
quantidade e duracao do glifosato presente nos alimentos e na agua. No artigo de
Richard et al. [23], foi relatado a influéncia do Roundup® composto que contém
glifosato incluso na formulacéo, nos niveis séricos da enzima aromatase, alterando o
desenvolvimento de moléculas de estrogénio. Neste caso, consequentemente, 0
glifosato pode ser considerado toxico para as ceélulas da placenta de mulheres
gravidas, decorrentes de trabalho agricola durante o periodo de gestacao levantando

guestionamentos a respeitos dos efeitos estrogénicos sinérgicos.

O uso excessivo e ndo gerenciado nao so6 causa prejuizo a saude [28], como também
contribui para a contaminacdo de sistemas aquaticos e do solo por meio dos

processos de escoamento, lixiviacdo e bioacumulacéo de residuos [18],[19].
2.2 PROPRIEDADES E MECANISMO DE AQAO DO GLIFOSATO

O glifosato (N-[fosfonometil] glicina) € um é&cido fosfonico resultante do acoplamento
oxidativo do grupo metil do acido metilfosfénico com o grupo amino presente na

glicina. Sua estrutura quimica pode ser analisada na Fig. 1.
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Figura 1 — Representacao da formula estrutural quimica do herbicida glifosato. Fonte:
PubChem (2021).1

Os herbicidas a base de glifosato sdo amplamente utilizados para o controle de ervas
daninhas e tem como mecanismo de acéo inibir a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS) que pertence exclusivamente as plantas, adentrando as
plantas por meio das folhas, raizes, tronco e pequenos brotos e esta diretamente
envolvida na sintese de aminoacidos arométicos na via do acido chiquimico para o
metabolismo das plantas, promovendo alteragfes fisiolégicas e consequente morte
celular [28]. A Fig. 2 esta representado o caminho do chiquimato para realizar a

sintese de aminoacidos aromaticos nas plantas.

Tirosina
> |

— =) Fenilalanina

o o [ S N [
15

Triptofano

Chiquimato Chiquimato-3-fosfato 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato Corismato

Figura 2 — Representacdo do caminho do chiquimato para a sintese de aminoacidos
aromaticos.

A absorcao de glifosato pode ocorrer através do contato direto do herbicida com a

pele, devido as circunstancias de trabalho ou através de exposicao indireta que inclui

1 PubChem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Glyphosate. Acesso em:
28/08/21.



20

consumo de agua e alimentos contendo residuos do herbicida [30]. A exposicdo aos
residuos quimicos de glifosato prevalece em areas agricolas, fazendas e areas de
processamento, corroborando para que trabalhadores rurais sejam expostos por
inalacdo, contato dérmico e contato ocular direto com o herbicida [31].

Em consequéncia da constante pulverizacdo deste herbicida, ambientes terrestres e
aquaticos sdo diretamente afetados, desencadeando o desequilibrio ecologico [32].
Apesar da participagao eficaz no controle de ervas daninhas nos campos de cultura,
diversos estudos evidenciam a relacdo do uso indiscriminado do glifosato com efeitos
nocivos exclusos ao alvo [33],[34],[35],[36]. Dentre os percalcos estdo a persisténcia
do glifosato no meio ambiente, efeitos negativos a vegetacdo adjacente e interacdes
com os nutrientes da cultura [37].

Estudos envolvendo o glifosato e seus residuos apresentam associac¢ao do herbicida
a contaminacdo ambiental em larga escala e surgimento de efeitos toxicos a saude
devido a frequente exposicao, além de persistir no ambiente por até 180 dias,
resultando em uma potente fonte de contaminacéo para o solo e 4gua subterranea
[32],[38]. No processo de metabolismo, o herbicida é separado em acido
aminometilfosfénico (AMPA) e em diéxido de carbono, reduzindo assim o pH da agua
[39] e em contato com a &gua, é convertido em AMPA, alterando as propriedades
fisico-quimicas e consequentemente o periodo de meia vida que varia entre 76 a 240

dias, persistindo no meio ambiente [38].

A efetividade da absorcdo do glifosato e seus metabdlitos pelo solo e por meio da
lixiviagdo dos compostos na agua contribuem para o risco de contaminacdo em
grande escala, principalmente em grandes culturas e plantacdes proximas a rios e
lagos, prejudicando fortemente os animais marinhos e a sintese de carotenoides e
clorofila nas plantas, além de reduzir o crescimento das plantas e regredir suas

fungBes fotoquimicas [18].
2.3 NANOTECNOLOGIA PARA IDENTIFICACAO DE AGROTOXICOS

Os nanomateriais sdo considerados atraentes para a aplicabilidade em biossensores
devido a propriedades elétricas, quimicas e fisicas que os tornam materiais Unicos no

tamanho, forma de condutividade, magnetismo, resisténcia mecanica, absorcéo e
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emissao de luz [40]. A utilizacdo de nanomateriais tem se mostrado uma vantajosa
promessa para deteccdo devido as propriedades de transducdo de sinal como
mediador do fluxo de corrente ou como meio de reconhecimento para induzir a

detecgéo do analito [41].

A nanotecnologia auxilia a deteccdo e remediacao de agrotdxicos. Os nanomateriais
tem sido amplamente utilizado para deteccdo de pequenas substancias devido a
sensibilidade nos resultados. Os principais tipos de nanomateriais incluem as
nanoparticulas, nanobastées e nanocompostos, geralmente funcionalizados com

material biolégico [42].

A construcéo de sensores baseados em nanotecnologia viabiliza a detec¢éo de baixas
concentracfes de agrotoxicos. Nanoparticulas produzidas a partir de um Unico
precursor de metal e com mais de um tipo de metal sdo as principais categorias
utiizadas e a presenca de diferentes propriedades quimicas e fisicas desses
compostos auxiliam na diretriz de detecgéo de determinado alvo [43].

Entre os nanomateriais mais utilizados para deteccdo de agentes toxicos e que
possuem funcdo de degradacdo e remocédo estdo as nanoparticulas de ouro, prata,
nanotubos de carbono, entre outros. A modificacdo quimica da superficie das
nanoparticulas tem atraido atencéo devido ao evidente interesse dos pesquisadores
no controle da dispersdo e agregacdo das nanoparticulas, além das melhorias
relacionadas a sensibilidade de sensoriamento. A Fig. 3 representa as possiveis
ligacOes de diferentes compostos ao nanomaterial.
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Figura 3 — Funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro. A modificagdo da superficie
das AuNp’s confere diferentes funcionalidades.

As primeiras AuNp’s foram sintetizadas a partir do trabalho de Michael Faraday que
observou as diferentes propriedades do ouro coloidal [44]. A medida que o ouro passa
por reacdo quimica de reducdo para o estado neutro, ele apresenta propriedades
Opticas e elétricas Otimas, boa relacdo de superficie e volume, além de
biocompatibilidade com diversos materiais e inUmeras possibilidades de modificacao
de superficie.

As nanoparticulas possuem vasto campo de aplicacdo referente a deteccdo de
agrotoxicos por meio de diferentes compostos funcionalizados, seja em agua, solo ou
guando aplicado a frutas e vegetais por meio de técnicas de extracdo. Elas séo
atraentes para a construcao de sensores devido a diversidade de propriedades fisica,
quimica e elétrica que permitem moldar de acordo com o objetivo de deteccdo do
analito. As propriedades das AuNp’s dependem principalmente da forma, estrutura,
revestimento da superficie, carga e estrutura cristalina, quanto menor o tamanho das
nanoparticulas, maior a area superficial [43],[45]. Os atomos agrupados na superficie
da nanoparticula corroboram para o aumento da energia superficial, permitindo o
desenvolvimento de adsorcdo e adesdo, capacidade hidrofilica e capilaridade.
Portanto, a medida que as AuNp’s se tornam menores, a capacidade de conjugacgao

com outros atomos e moléculas se torna maior [46].
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2.4 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE LOCALIZADA (LSPR)

As nanoparticulas plasménicas produzidas através de precursores metdlicos sdo
comumente aplicadas no desenvolvimento de biosenssores devido a facilidade de
transducéo de sinal 6ptico e por viabilizar o fendbmeno de ressonancia plasmoénica de
superficie localizada. A LSPR permite que as nanoparticulas possam absorver ou
espalhar luz intensa em determinados comprimentos de onda, deixando explicito os

picos plasmonicos no espectro.

A LSPR é definida como a oscilacdo coletiva de elétrons de conducédo de
nanoparticulas metalicas em resposta ao campo elétrico da luz incidente,
consequentemente gerando uma absorcdo de luz eficiente e um campo elétrico
aprimorado préximo da nanoparticula, também chamado de aprimoramento de campo
préximo [47] além de permitir maior sensibilidade ao indice de refracéo local ao redor
das nanoparticulas de ouro e é utilizada para detectar a absor¢do molecular na
superficie de um material [48] e fornecer um meio de melhora significante na interacédo

da matéria leve [47]. A Fig. 4 representa este processo.

»
v

Campo Elétrico

Figura 4 — Representacao ilustrativa do fenbmeno de ressonancia plasmonica de
superficie localizada e o efeito sob as nanoparticulas metalicas. Adaptado de Oliveira
[66].

A partir desse fendbmeno € possivel projetar um sensor com base em LSPR. A ligacéo
de uma molécula bioldgica a superficie das nanoparticulas metdlicas altera o indice

de refracéo local e por sua vez, induz uma alteragdo no comprimento de onda da
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LSPR [49]. O baixo campo eletromagnético produzido na superficie de uma particula
de metal apds a incidéncia de um feixe de luz provoca a excitacdo dos elétrons em
um comprimento de onda especifico, resultando na medi¢cdo das interacdes
moleculares confinadas na superficie do transdutor [50].

Um sensor de LSPR necessita de uma fonte de luz, uma superficie para que haja
transducéo de sinal como particulas metalicas e ouro, uma biomolécula, um sistema
detector e de fluxo. Apds a imobilizacdo das biomoléculas na superficie das
nanoparticulas, a interacdo induz a mudancas conformacionais no indice de refracao

e a deteccéo é concluida a partir das medidas de absorcao [49],[50].

As principais vantagens relacionadas aos sensores de ressonancia plasmonica
incluem sensibilidade, portabilidade, especificidade, e deteccdo em tempo real
[51],[52].

2.5 FUNCIONALIZACAO DE NANOMATERIAIS COM COMPOSTOS LIGANTES

As AuNp’s recebem destaque devido as suas propriedades optoeletrénicas e
ajustaveis que sado ocasionadas principalmente pela ressonancia plasmonica de
superficie. Para impedir que aconteca aglomeracdo entre elas, as AuNp’s séo
estabilizadas por ligantes durante a sintese. Um exemplo de estabilizacdo durante a
sintese sdo as AuNp’s estabilizadas por citrato, com as moléculas ligadas a superficie
do ouro por meio de pontes de dicarboxilato e monocarboxilato, fornecendo assim
repulsdo eletrostatica entre elas. No entanto, a energia de ligacdo entre ouro e
carboxilato é considerada fraca e a superficie de citrato pode ser rompida por meio de
alteracdes idnicas ou de pH, devolvendo instabilidade para a solucéo coloidal. Com o
intuito de aprimorar a estabilidade dos nanomateriais e permitir que sejam aplicados
na construcao de sensores, a camada de citrato pode ser substituida por ligantes que
possuem O grupo tiol em sua estrutura, permitindo assim que seja formado ligagbes

covalentes entre ouro e enxofre, conferindo funcionalizagéo especifica [53].

De modo a exemplificar a ligac&o estabilizante, 0 composto quimico cisteamina possui
grupos tiol e amina que permitem uma forte ligagdo com o ouro das AuNp’s. Devido a
estas propriedades, as nanoparticulas de ouro funcionalizadas com cisteamina podem

ser incorporadas a diferentes estudos de deteccao, incluindo ensaios colorimétricos e
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eletroquimicos. A Fig. 5 representa esse processo de ligacdo das AuNp’s com o

composto cisteamina.
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Figura 5 — Esquema apresentando a funcionalizacdo de superficie de AuNp’s com
cisteamina onde o grupo funcional -SH (tiol) se liga a superficie das AuNp’s, formando
uma forte ligacéo entre ouro e enxofre (Au-S), adaptado de TU, et al. 2019.

A mudanca na superficie das AuNp’s por cisteamina consolida a interacao efetiva com
o glifosato devido a afinidade das AuNp’s com o grupo funcional tiol da cisteamina,
ocasionando uma mudanca de coloracao das particulas de vermelho para roxo. A forte
ligacdo entre ouro e enxofre tem a capacidade de expor 0s grupos amina na superficie
das nanoparticulas funcionalizadas como mostrado na Fig. 6. Desse modo, o
composto é carregado positivamente, resultando em alta estabilidade contra eventos

de agregacao.
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Figura 6 — Esquema ilustrativo do mecanismo fisico-quimico de deteccdo para
glifosato através de AuNp’s funcionalizadas com cisteamina, adaptado de TU, et al.
2019.

2.6 CONJUGACAO DE NANOMATERIAIS COM ANTICORPOS

As imunoglobulinas (Ig) ou anticorpos (Ac) sao glicoproteinas produzidas a partir das
células brancas do sangue, os linfécitos B e estdo presentes nos fluidos extracelulares
e plasma. Participam efetivamente do sistema imunoldgico interagindo com

organismos invasores chamados de antigeno de uma forma altamente especifica.

A imunoglobulina G (IgG) é considerada a proteina mais abundante no soro humano
compreendendo cerca de 10 a 20%, além de muito utilizada para bioconjugacao de
nanomateriais devido a a sua forma estrutural na qual compreende duas cadeias leves
e duas cadeias pesadas ligadas entre si por ligacbes dissulfeto entre as cadeias,
formando uma estrutura em “Y”. Cada cadeia pesada possui uma regido de dominio
variavel N-terminal (VH) e trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3) e cada cadeia
leve possui um dominio variavel N-terminal (VL) e um dominio constante (CL). Para
formar a regido Fab (Fragmento de ligacdo ao antigeno), a cadeia leve se associa aos
dominios VH e CH1 e dessa forma, as regides V interagem entre si para formar a

regido de ligacdo ao antigeno. A porcéo do anticorpo formada pela regido dobradica
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e os dominios CH2 e CH3 é denominada regido de fragmento cristalino ou “Fc” [54].

A Fig. 7 representa as localiza¢cGes de cada regiéo.
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Figura 7 — Representacéo ilustrativa de imunoglobulina, com duas cadeias leves na
porcao Fab e as duas cadeias pesadas na porcéo Fc.

Os anticorpos possuem a capacidade de adotar quatro orientacdes distintas para
conjugacao na superficie das nanoparticulas. Uma condicao estavel para a ligacao é
através do fragmento Fc do anticorpo, permitindo assim que as regides Fab fiquem

livres para receber os antigenos e a regido Fc permaneca fixa na superficie metélica.
2.7 DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES ATRAVES DE ANTICORPOS

A modificacdo da superficie dos nanomateriais auxiliam no refor¢co da sensibilidade e
especificidade do biossensor, sendo possivel realizar a deteccdo de diversos tipos de

agrotoxicos como pesticidas e herbicidas.

O biossenssor é um dispositivo que analisa e fornece informagfes a respeito da
composicdo quimica do analito através de um componente biolégico como enzima,
proteina, anticorpo, entre outros. A partir do momento em que o sinal € gerado apos
0 contato do componente biolégico com o analito, o transdutor de sinal permite que o

analito seja detectado. Biossensores produzidos por meio de nanomateriais sao
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capazes de oferecer diversas vantagens como rapida e aprimorada resposta, alta
sensibilidade e seletividade. Contudo, é importante considerar o material de suporte
ligado aos nanomateriais a fim de existir uma forte ligacao a matriz, visto que, quando
fracamente ligados, os nanomateriais se misturam com o analito e o processo de

recuperacdo de amostra pode ser laborioso [43].

Com base na interagdo entre antigeno e anticorpo proposto em imunoensaios, 0s
biossensores sao produzidos por meio da imobilizacdo de um determinado anticorpo
em um agente condutor, que potencializa a deteccéo de sinal quando ocorre a ligacao

do anticorpo com o analito.

Os sensores podem ainda ser separados de acordo com 0s mecanismos de deteccao
dos elementos que realizam a transduc¢éo de sinal, podendo ser divididos em sensores
eletroquimicos e o6pticos. Um biossensor baseado em imunorreagdo possui uma
unidade que reconhece o analito a ser identificado e outra unidade que realiza a
potencializacdo do sinal transdutor. Com a introdug&o do anticorpo na instrumentacao

do teste, os resultados esperados sdo maxima sensibilidade e especificidade.



29

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Desenvolver um nanossensor baseado em LSPR para deteccdo de glifosato em

amostras ambientais.
3.2 ESPECIFICOS
e Sintetizar e caracterizar a distribuicdo, estrutura, morfologia e estabilidade de

nanoparticulas sintetizadas pelo método de reducéo com citrato de sodio;

e Funcionalizar os elementos de reconhecimento Cisteamina e Anticorpo anti-

glifosato na superficie metalica dos nanomateriais;

e Avaliar a estabilidade dos nanobioconjugados em relagcéo a diferentes faixas de
pH e concentracdes de eletrdlitos;

e Avaliar a sensibilidade e os limites de detec¢cdo de glifosato com o sistema
proposto baseado em LSPR,;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica como o Acido
tetracloroaurico, HAuUCls (Sigma Aldrich,520918), Citrato trissddico, NasCsHs07
(Sigma Aldrich, S4641), 11-Acido Mercaptoundecanoico (Sigma Aldrich, 450561), N-
hidroxisuccinamida (NHS) (Sigma Aldrich,130672), 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) (Sigma Aldrich, E6383), proteina sérica bovina (BSA) liofilizada
(Sigma Aldrich, 05470), cisteamina (Sigma Aldrich, 30070), acido cloridrico (HCI)
(NEON, 37%), hidréxido de sodio 97% (EMS, 97%), cloreto de sodio (NaCl) Alphatec,
99,5%) e &cido nitrico (HNO3) (Sigma Aldrich, 84375), chicken glyphosate polyclonal
antibody (My Biosource, Cod MBS5306191), glyphosate ELISA kit 96 testes (Thomas
Scientific, Cod C859T38-96T), Kit Fitas Glifosato - (Eurofins, Cod 500095) e Glifosato
(Sigma Aldrich, 2045054). Os materiais e vidrarias foram devidamente lavados 3
vezes com solucdo de agua régia (1HNOz3:3HCI) e ap0s esta etapa, os materiais foram
submetidos a duas fases de enxague sendo a primeira em agua destilada com 3
repeticbes e a segunda em agua ultrapura com 3 repeticbes. Todos 0S ensaios e
preparos de solu¢des foram preparados com agua ultrapura obtida pelo sistema Milli-
Q da Millipore 18Q.

4.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO (AuNp’s)

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas a partir de acido cloroaurico. Foi utilizada
uma solugdo de citrato de sodio (NasCeHsO7) 1% para reducdo. Em um baléo
volumétrico de fundo redondo foi colocado 15 mL da solugdo de HAuCls a 2,5x10-* M
sob agitacao constante em atmosfera inerte com argbnio até atingir a temperatura de
100°C. Apoés atingir a temperatura, foi adicionado 1mL de citrato de sodio 1% e
cronometrado 15 minutos de reacé&o. O coloide foi resfriado em banho de gelo e depois
centrifugado a 14.000 rpm durante 20 minutos em centrifuga marca Eppendorff
modelo 5418. Apos esta etapa 0 sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido

em agua ultrapura com 3 repeticdes para remocao das substancias que ndo reagiram
(Fig. 8).
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Figura 8 — Esquema apresentando o método de sintese de nanoparticulas de ouro
com citrato de sédio, mediante o uso de baldo com fundo redondo sobreposto a uma
manta de aquecimento sob agitacdo constante a 500 rpm.

4.3 CARACTERIZACAO DE AuNp’s
4.3.1 Espectroscopia UV-Visivel

Para o alcance de dados da absorbancia do material preparado por sintese, foi
utilizado o equipamento de espectrofotometria Uv-Vis Ocean Optics USB 2000. A
leitura de absorc¢éao foi em escala de 200 a 800 nm e a 4gua ultrapura foi utilizada para
fazer a leitura em branco. O resultado pdde ser revelado através de graficos de
absorbéancia por comprimento de onda (nm) obtidos por meio do software GraphPad
Prism 9.1.0.

4.3.2 Difracéo de Raio-X (DRX)

Para a andlise de difracdo de raios-x, o ouro sintetizado foi concentrado por meio de
centrifugacéo a 14.000 rpm durante 20 minutos e colocadas em placa de vidro para
secagem durante 12 horas. Apds este periodo, o material foi colocado em lamina de
vidro e foi realizada a varredura na regiao 26, de 30° a 90°, sendo 0.01° por minuto,
com uma constante de tempo de 2 segundos utilizando o difratdmetro da Phillips PW
1710 (Cu ka radiacao). O resultado foi revelado através de grafico obtido por meio do

software GraphPad Prism 9.1.0.
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4.3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para analise morfoléogica das AuNP’s foi utilizado Microscopio Eletrénico de
Transmissdo JEM-1400, JEOL, USA inc. operado a 120kv. As amostras foram
preparadas a partir de uma pequena gota de suspenséo coloidal depositada sobre
uma grade de cobre. A grade foi previamente preparada com Formvar (Resina
termoplastica contendo &lcool polivinilico) e posteriormente foi deixada para secar em
temperatura ambiente (25°C) durante 24 horas. A distribuicdo de tamanho das
particulas foi realizada utilizando o software Image J em uma analise com 500

nanoparticulas.
4.3.4 Espectroscopia Raman

As amostras de AuNp’s e AuNp’s funcionalizadas com cisteamina foram colocadas
em placa de acrilico e analisadas no equipamento portatil de espectroscopia Raman
(Metrohm Instant Raman Analyzer - MIRA DS) com faixa espectral de 400 a 2300 cm™
e com comprimento de onda do laser a 785 nm. O resultado foi revelado através de

gréafico obtido por meio do software GraphPad Prism 9.1.0.
4.3.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As medidas de Espectroscopia no infravermelho foram realizadas no equipamento
Agilent Cary 630 FTIR para determinar os grupamentos quimicos. A amostra foi
preparada a partir da desidratacédo de AuNp’s como descrito no processo de DRX. O
resultado foi revelado através de gréafico obtido por meio do software GraphPad Prism
9.1.0.

4.3.6 Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

As medidas de Espalhamento Dindmico de Luz e Potencial Zeta foram realizadas por
meio do equipamento Litesizer 500 utilizando 2 ml de amostra coloidal e os valores
finais de DLS foram expressos em pm, posteriormente convertidas em nm e as
medidas de PZ foram expressas em mV. Os resultados foram revelados através de

gréaficos obtidos por meio do software GraphPad Prism 9.1.0.
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4.4 FUNCIONALIZACAO DE AuNp’s
4.4.1 AuNp’s funcionalizadas com Cisteamina (AuNp’s-Cis)

Os efeitos da concentracdo de cisteamina foram avaliados na otimizacdo da
funcionalizacdo das AuNp’s-Cis. A concentracdo de cisteamina que ndo causou
mudanca de cor distinta e nem mudanca espectral relacionada a aglomeracao quando

funcionalizadas as AuNp’s, foi escolhida para mais testes.

As reacdes foram realizadas em eppendorf de 1,5 mL com 200uL de AuNp’s com
200uL de cisteamina em concentrac¢des de 0.01, 0.03,0.07,0.1,0.3,0.6,1.2,2.5mg.L"
1 e em sequéncia as amostras foram colocadas em temperatura ambiente (25°C)
durante 15 minutos. A eficiéncia da funcionalizacdo foi comprovada por
monitoramento de espectrofotometria UV-VIS, Espectroscopia Raman, DLS, PZ e
FTIR. Os resultados foram revelados através de graficos obtidos por meio do software
GraphPad Prism 9.1.0.

4.4.2 AuNp’s conjugadas com Anticorpo Anti-Glifosato

A albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como amostra controle, pratica esta
comum em ensaios de acoplamento covalente com biomoléculas. A solucao foi
preparada livre de anticorpos de ligacéo a fim de avaliar as interacfes nao covalentes

com as nanoparticulas de ouro.

A concentracdo ideal de proteina BSA utilizada para estabilizar o volume de solucéo
de ouro foi confirmada através de ensaio de “gold number” [55], dado este importante
para identificacdo da concentracdo de anticorpos, posteriormente utilizado para a

bioconjugacao.

A modificacdo da superficie das AuNp’s foi executada em ambiente de fluxo laminar
com anticorpo policlonal anti-glifosato do tipo IgY diluido em PBS a uma concentracéo
de 100 ug/mL. A conjugacdo de anticorpos na superficie metalica das AuNp’s foi
realizada por método direto através da atracao eletrostatica entre 0 nanomaterial e 0s
anticorpos IgY. As AuNp’s foram submetidas a lavagem e ressuspensdo em agua
ultrapura com modificacdo do pH para 8, visto que os anticorpos do tipo IgY possuem

ponto isoelétrico equivalente a 8. Apds esta etapa, 6,25 ug/ml do anticorpo anti-
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glifosato foram adicionados a 65 uL de AuNp’s e mantido sob agitacdo orbital de 150

rom a 25°C durante 15 minutos.

A eficiéncia da conjugacéao foi confirmada por monitoramento de espectrofotometria
UV-VIS, Espectroscopia Raman e FTIR. Os resultados foram revelados através de

gréaficos obtidos por meio do software GraphPad Prism 9.1.0.
4.5 AVALIACAO DE ESTABILIDADE DAS AuNp’s-Cis

Para obter resultados relacionados a estabilidade das nanoparticulas em condi¢cdes
Otimas, o parametro de floculagcdo foi utilizado com o intuito de avaliar o nivel de
agregacao entre as nanoparticulas. Em um eppendorf foi colocado uma aliquota de 2
ml de AuNp’s funcionalizadas com cisteamina e depois centrifugada a 14.000 rpm
durante 20 minutos. Ap6s o descarte do sobrenadante, o precitpitado foi
ressuspendido com diferentes solu¢cbes de cloreto de sédio (NaCl) e pH. As
concentracfes de NaCl foram estabelecidas conforme concentra¢des de 0.009, 0.001,
0.003, 0.007, 0.015, 0.031, 0.065, 0.125, 0.25, 0.5 mg.L* e as solucdes de pH foram
de 4, 5,6,7,8,9e 10, sendo todos os pH’s ajustados utilizando HCI e NaOH 0.1 M.
Como controle, foi utilizada a solucdo de AuNp’s conjugadas com cisteamina
ressuspendida em agua ultrapura. A leitura de absorcéo foi feita em escola de 200 a
800 nm por espectrofotometria Uv-Vis em escala de absorbéancia de 200 a 800 nm.
Os resultados foram revelados através de grafico obtido por meio do software
GraphPad Prism 9.1.0.

4.6 ENSAIO DE “GOLD NUMBER” DAS AuNp’s-Ac

A formacé&o do conjugado de nanoparticula e anticorpo depende do estado de pH do
meio e exige uma concentragdo minima de anticorpos capaz de estabilizar as
nanoparticulas. O ensaio de “gold number” permite avaliar a estabilidade de um
volume pré-estabelecido de uma solugdo de AuNp’s. Para realizar o ensaio, foi
adicionado 35uL de agua ultrapura em 18 pogos de microplaca de ELISA e as AuNp’s
foram distribuidas de acordo com diferentes valores de pH, sendo eles pH 7, pH 8 e
pH 9. Uma aliquota contendo 25 ug/mL de solugcdo de anticorpos anti-glifosato foi
adicionado ao primeiro poco da placa e a partir dessa concentracdo foi realizada
diluicdo nos cinco poc¢os subsequentes e deixado sob agitacdo a 150 rpm durante 10
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minutos. Uma aliquota de 10 uL de NacCl foi adicionado em cada poco e a mudanca
de cor foi avaliada por espectrometria UV-Vis e os resultados foram revelados atraves

de gréafico obtido por meio do software GraphPad Prism 9.1.0.
4.7 ENSAIOS DE DETECCAO DO GLIFOSATO COM LSPR

4.7.1. Estratégia de deteccdo por meio de AuNp’s funcionalizadas com

cisteamina

A interacéo do glifosato com as AuNp’s-Cis foi confirmada através de LSPR, utilizando
0 equipamento Uv-Vis em escala de absorbancia de 400 a 800 nm. A 4gua ultra pura
foi utilizada para fazer a leitura em branco. Os resultados foram plotados em graficos
no programa GraphPad Prism 9.1.0 e a deteccdo foi observada através da
comparacao dos espectros de absor¢cdo das amostras e o deslocamento do pico

plasmonico.

4.7.2 Estratégia de deteccao por meio de AuNp’s conjugadas com anticorpo
Anti-Glifosato

A detecgcao de glifosato por meio de conjugacdo das AuNp’s com o anticorpo foi
confirmada por LSPR através dos equipamentos de Uv-Vis e Espectroscopia Raman.
Para estabelecer o limite de deteccdo das amostras em diferentes niveis de
concentragdo, as concentragdes analisadas variaram de 0,004 ug.L*a 10.000 ug.L?,
compreendendo um vasto intervalo de andlise. Os resultados foram plotados em
graficos no programa GraphPad Prism 9.1.0 e os limites de detec¢do foram
observados através da comparacédo dos espectros de absorcao e o deslocamento do
pico plasmonico. Para avaliar a presenca do herbicida em sistema real, uma amostra
organica de café devidamente certificada com selo, foi submetida a fase simples de
extracdo e os sedimentos foram diluidos em 100 uL de &gua ultra pura. Uma aliquota
de 0,5 uL do herbicida foi adicionado a 30 uL da amostra organica e posteriormente
adicionada a 70 uL de solugdo de AuNp’s-Ac. Ainda na deteccdo, um teste simples
para seletividade foi efetuado por espectroscopia UV-Vis e uma aliquota de 0,5 uL do

herbicida acido diclorofenoxiacético foi introduzido a solugédo de bioconjugado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Na etapa de sintese, as AuNp’s passaram por mecanismo de reducdo de ouro com
citrato por meio do método de Turkevick com modificagcdes [56]. O processo de reacéo
foi consolidado quando o citrato de sédio entrou em contato com o acido cloroaurico
que instantaneamente foi carregado negativamente por ions citrato que
permaneceram adsorvidos na superficie das AuNp’s, proporcionando estabilidade por
repulsdo eletrostatica. Apds essa etapa, as AuNp’s foram caracterizadas por UV-vis,
DRX, e MET para avaliacao morfoldgica. Os resultados do processo de caracterizacao

estdo representados na Figura 9.
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Figura 9 — AuNp’s caracterizadas por UV/vis. O pico de absorgdo em 523,13 nm (A);
Padrdes de DRX do substrato das AuNp’s (B); Imagens obtidas através de em escala
de 50 e 100 nm (C); Distribuicdo gaussiana de diametro de 500 particulas obtidas por
imagens feitas de microscopia eletronica de transmissao (D).

As propriedades 6pticas das AuNp’s foram reveladas por espectroscopia UV-vis com
um pico plasmoénico de 523,13 nm, apresentando assertividade na banda de
absorcao, visto que AuNp’s sintetizadas sob reducao de citrato de sédio apresentaram

faixa espectral entre 520-540 nm. A largura estreita de banda a meia altura indica a
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existéncia de monodispersdo e uniformidade, devido a formacdo de nucleos e ao
aumento da estabilidade proporcionados por ions citrato [57]. O resultado pode ser

identificado na Fig. 9 A.

Na Fig. 9 B estao representados os dados obtidos por DRX, confirmando a natureza
cristalina das AuNp’s. Foram observados a 26 graus quatro picos de difracdo que
possuem uma rede FCC (cubica de face centrada), sendo os valores encontrados de
38.31 °, 44.45 °, 64.64 ° e 77.73 °, correspondente aos picos (111), (200), (220), e
(311) de reflexdo do ouro metalico cristalino, respectivamente. O explicito pico de
difracdo (111) sugere que este padréao de face centrada é a orientacdo predominante

de AuNp’s devido a intensidade de reflexdo do composto metélico.

A analise morfolégica indicando a uniformidade, tamanho aproximado e crescimento
das particulas foi realizada através de MET e os resultados podem ser identificados
na Fig. 9 C. A contagem de AuNp’s foi realizada através das imagens obtidas por
analise MET com um total de 500 particulas por amostra. A caracteristica esférica
pode ser observada na imagem C. Em D, as nanoparticulas de ouro sintetizadas com
citrato de sodio mostraram-se monodispersas com diametro aproximado de 17 nm
CV< 10% de acordo com a contagem das nanoparticulas por meio de microscopia

eletrbnica de transmissao.

5.2 FUNCIONALIZACAO E CONJUGAGAO DE AuNp’s

Para a obtencdo de resultados eficientes quanto ao sensor, os elementos de
reconhecimento foram ligados na superficie do nanomaterial de forma que a interacéo
conjugado-analito fosse monitorada por um mecanismo de transducédo de sinal, a
LSPR [58]. Nos topicos a seguir estdo descritos os resultados da funcionalizacdo das
nanoparticulas com cisteamina e os resultados da conjugacao por adsorcao fisica dos

anticorpos na superficie do nanomaterial.
5.2.1 Funcionalizagao de AuNp’s com Cisteamina

Para a funcionalizacdo, ou seja, a modificagao da superficie das AuNp’s e, portanto,
para que as AuNp’s sejam aptas a detectar a presencga de glifosato, a superficie do
metal foi modificada por cisteamina, um composto quimico aminotiol com um grupo

funcional tiol (-SH) que se ligou facilmente a superficie das AuNp’s atraves de ligacoes
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covalentes entre os atomos de ouro e enxofre [59] expondo o grupo funcional amino
(-NH2) na superficie da nanoparticula. Apos a funcionalizagédo, as AuNp’s-Cis foram
positivamente carregadas, resultando em alta estabilidade contra agregacéo devido a
forca de repulsdo eletrostatica. O resultado da funcionalizagdo pode ser observado
na Fig. 10. O deslocamento plasménico ocasionado pelo fenbmeno de LSPR foi
constatado devido a perturbacdo da ressonancia dos plasmons de superficie,

ocasionando, portanto, mudancas no indice de refracao.

Para avaliar a funcionalizacao das AuNp’s com diferentes concentracdes do composto
quimico cisteamina, a adicdo de varios niveis de concentracdes desse ligante foi
monitorada por espectrofotometria UV-Vis. Os resultados obtidos podem ser
observados na Fig. 10 A. O gréfico de espectroscopia infere que quando a
concentracdo de cisteamina mudou de concentracdo equivalente a 0.1 para 0.3 mg.L"
1, houve notavel deslocamento do pico plasmdnico para a regido de 700nm, havendo
uma mudanca visivel na coloracdo das nanoparticulas. A cor rosa inicial das AuNp’s
tornou-se mais escura e ligeiramente violeta. Quando a concentracdo aumentou para
0.6 mg.L! e assim em sequéncia para as concentracdes superiores, 0s espectros
demonstraram deslocamento do pico plasménico na regido de 700nm e a coloracéo
visual das nanoparticulas foi substituida por coloragcdo em roxo com tendéncia ao azul,

comprovando que houve agregacado das nanoparticulas.

Os espectros de absorbancia de UV-Vis das AuNp’s em concentragdes crescentes de
cisteamina mudaram significativamente, resultando em diminui¢do da intensidade em
530 nm, ocasionando o aparecimento de um pico em torno de 700 nm. As
concentracfes acima desses valores revelam agregacdo de AuNp’s uma vez que
maiores quantidades de cisteamina ligadas a superficie da nanoparticula diminui a
estabilidade e causa mudancga de cor visivel [60]. Estudos relatam que o grupo tiol
presente na cisteamina € considerado 0 composto responsavel pela interacao
eletrostatica e ligacdo de enxofre entre a cisteamina e as AuNp’s e exerce influéncia
sob a agregacao, resultando no deslocamento ressonante, alterando a cor de
vermelho para roxo [61],[62]. Dessa forma, as AuNp’s funcionalizadas com cisteamina
com concentracdo de 0,1 mg.L! foram escolhidas para uso ao longo dos

experimentos.
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A concentracao ideal de cisteamina para ser funcionalizada na superficie das AuNp’s
foi verificada por espectroscopia na regido aproximada de 200 nm, conforme descrito
na Fig. 10 B. A amostra de cisteamina que indicou um valor de concentracéo a 2,4
mg.L? foi utilizado como parametro para os demais testes de deteccéo, visto que o
pico de absorcdo em torno de 200 nm permitiu a funcionalizacdo sem alterar o pico
plasménico de absorcdo quando funcionalizado as AuNp’s. A linearidade da reacgao
foi descrita em curva padréo, podendo ser observada na Fig. 10 C com resultado de
r2 equivalente a 0.9962, indicando boa linearidade.
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Figura 10 — Espectroscopia por absorbancia UV/vis de AuNp’s funcionalizadas com
diferentes concentracdes de cisteamina (A). Espectroscopia por absorbancia UV-Vis
das concentracdes distintas de cisteamina (B); Curva Padréo da cisteamina (C).

Para a confirmacéo da funcionalizacdo das AuNp’s com o ligante, a melhor condigcéo
experimental foi caracterizada por FTIR, espectroscopia Raman, potencial Zeta e

espalhamento dindmico de luz e os resultados estdo apresentados na Fig. 11.
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Figura 11 - Resultados que indicam a melhor condicdo experimental da

funcionalizagdo de AuNp’s com o ligante cisteamina. Na imagem estédo as analises de
FTIR (A), Espectroscopia Raman (B), DLS (C) e Potencial Zeta (D).

Os resultados das andlises de FTIR estao indicados na Fig. 11 A. O pico de vibracdo
de alongamento do grupo -SH pertencente a cisteamina apareceu por volta de 2360
cm. O pico agudo e amplo em 1571 cm pode ser claramente atribuido ao modo de
alongamento do grupo -NH2 na superficie das AuNp’s. O pico de absor¢cdo em 3236
cm é devido a vibracdo de alongamento -NH2 referente a cisteamina. Os picos de
absorcdo entre 3000 e 3400 cm* estdo relacionados ao alongamento de vibracdo O-

H, devido a presenca de 4gua das amostras em estado liquido.

A atividade de ressonancia plasmonica depende principalmente da morfologia, com
tamanho e forma bem controlados, para atingir resultados satisfatérios na
espectroscopia Raman. Para isso, as AuNp’s foram analisadas sob condic¢des ideais
para obtencéo de sinal optico estavel e aprimorado conforme Figura 11 B. Os picos
caracteristicos pertencentes a cisteamina apareceram em 1329 e 1454 cm,
indicando funcionalizacdo apesar do pequeno pico de absorbéncia, o que pode ser

explicado pela falta de cisteamina livre na solugdo. O comprimento de onda
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relacionado a posi¢do do grupo carboxilico 1360 cm™ é referente a vibragdo de

alongamento assimétrico das AuNp’s.

Para avaliagdo da mudanga na superficie das AuNp’s apos a adigao do ligante, o
tamanho hidrodindmico do conjugado foi analisado por DLS. A andlise por DLS
identifica a distribuicdo do tamanho de pequenas particulas e moléculas em solucao.
O resultado esta representado na Fig. 11 C que mostra a evidéncia no aumento do
valor, da andlise em relagdo aos valores encontrados em analise MET. Isso pode ser
explicado devido aos ions carboxilatos que estéo perceptiveis apenas na andlise DLS

e gue influenciam nos valores de diametro.

O estudo da carga de superficie revela a estabilidade coloidal das particulas e se
apresentam agregacdo. O potencial zeta é o resultado das interacbes de forcas
eletrostaticas e de repulsdo que estdo presentes na superficie das AuNp’s e a carga
€ quantificada em mV [63]. Neste estudo, o valor encontrado do potencial zeta das
nanoparticulas foi de -22,9 mV (Fig.11 D). A presenca de cisteamina nas AuNp’s
contribuiu para a diminuicdo do potencial zeta a -11,0 mV, indicando a ocorréncia
efetiva de funcionalizacdo, uma vez que a carga da cisteamina é positiva e corroborou

com a diminui¢do da carga do conjugado.
5.2.2 Analise de estabilidade das AuNp’s-cis

As AuNp’s sdo utilizadas para aplicagdes bioldgicas e para apresentar bom estado de
funcionalidade nesse meio, elas precisam apresentar estabilidade em ampla faixa de
pH e em ampla faixa de sais. A estabilidade das AuNp'‘s funcionalizadas precisa ser
estudada, pois a maior parte dos ensaios de conjugacdo com biomoléculas requer a
mudanca pH do meio para atender o ponto isoelétrico (pl) da proteina ou pH de
complexacdo da biomolécula de interesse [66]. Para essa andlise, as AuNp’s foram
submetidas a testes com concentrac¢oes distintas de NaCl e pH. O resultado referente
a avaliacéo das AuNp’s em concentragdes de NaCl estdo presentes na Fig. 12. As
amostras de AuNp’s-Cis apresentaram formacao de agregados nas concentracdes de
0.031, 0.065, 0.125, 0.25,0.5e 1 M.



42

— AuNp-Cis 0.3
NaCl 1M
AuNp-Cis NaCl 0,5 M
AuNp-Cis NaCl 0,25 M
AuNp-Cis NaCl 0,125 M
AuNp-Cis NaCl 0,065 M
AuNp-Cis NaCl 0,031 M
AuNp-Cis NaC1 0,015 M
AuNp-Cis NaCl 0,007 M
AuNp-Cis NaCl 0,003 M

r . . . AuNp-Cis NaCl 0,0019 M

400 500 600 700 800 AuNp-Cis NaCl 0,0009 M 0.0 T

Comprimento de Onda (nm) 1

e o 9o

W B
e
(%)
1

o
N

Grau de Floculagao
b
e
L

Absorbancia (u.a)

o
=

T T T T T T T J T L
05 025 0,125 0,065 0031 0015 0,007 0,003 00019 0,0009
Concentragdo de Sais (M/L)

Figura 12 — Espectroscopia UV-Vis das AuNp’s submetidas a concentracdes distintas
de NaCl para avaliacéo de estabilidade (A). Grau de floculagdo com base no aumento
da area entre 600 e 800 nm em diferentes concentracdes de sal (B).

No que se refere a estabilidade das AuNp’s funcionalizadas na presenca de diferentes
valores de pH, as AuNp’s-Cis se mantiveram estaveis nas condi¢cdes de pH de 5a 10
porém, com pequenas altera¢cdes no intervalo de 600 a 800 nm das bandas de

absorcéo (Fig. 13).
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Figura 13 — Espectro de absor¢cédo UV-Vis das AuNp’s-Cis em faixa de pH de 4 a 10
(A). Grau de floculagdo com base no aumento da area entre 600 e 800 nm em
diferentes concentragdes de pH (B).

Em pH 4 as AuNp’s apresentaram formacdo de agregados conforme o pico
plasménico de absor¢do em torno de 700 nm indicando que as nanoparticulas
funcionalizadas com cisteamina quando estabelecidas mostraram-se incompativeis
com as outras AuNp’s funcionalizadas em diferentes valores de pH. Esse

acontecimento pode ser explicado devido aos compostos tiolados da cisteamina,
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havendo estudos comprovados de que esse composto se mantém estavel apenas em

concentracfes de pH acima de 4,5 [67].

5.2.3 Conjugacao de AuNp’s com Anticorpos

O processo quimico da conjugacao de AuNp’s com os anticorpos anti-glifosato foi
estabelecido por meio de interacdo eletrostatica entre os compostos, que consiste na
dissociacao dos grupos iénicos ou na adsor¢éo de ions na solugéo [64]. Para delinear
a construcdo eficaz do sistema de deteccdo entre nanoparticula e anticorpo, a
concentracdo minima referente aos anticorpos para conjugagao com as AuNp’s foi
determinada a partir da dosagem do sobrenadante decorrente da conjugacédo de
AuNp’s com proteina BSA, utilizada como amostra modelo. A curva padrao foi
estabelecida através de BSA e apresentou um R? equivalente a 0,9914, indicando boa
linearidade. Os dados gréaficos das leituras do sobrenadante realizadas no
espectrofotometro UV-Vis estdo apresentados na Fig. 14. A partir destes dados
extraidos de BSA, a concentracdo de 0,25 g.ml? foi escolhida para os demais

experimentos com anticorpo anti-glifosato.
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Figura 14 — Espectroscopia UV-Vis da solu¢do sobrenadante de AuNp’s conjugadas
com BSA (A). Curva padrao da concentragéo de BSA (B).

Para avaliar a interacdo entre as AuNp’s e os anticorpos anti-glifosato, a
espectroscopia UV-Vis foi utilizada para verificar a ressonancia plasménica na
presenca dos anticorpos. Para isso, as nanoparticulas livres de funcionalizac&o foram
utilizadas como controle. O espectro pode ser observado na Fig. 15. O deslocamento

do pico plasménico equivalente a 4 nm das AuNp’s conjugadas ao anticorpo anti-
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glifosato, indicou a confirmacdo da conjugacdo. O mecanismo de adsorcéo fisica de
anticorpos na superficie dos nanomateriais resultou na alteracdo da ressonancia
plasmdnica, vez que o recobrimento do nanomaterial com um material dielétrico induz

a mudancas no indice de refracdo, na frequéncia da LSPR e na absorc¢éo [65].
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—— AuNp's-Ac anti-gli
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. T : . 1 =
400 500 600 700 800
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Figura 15 — Deslocamento do pico plasmonico das AuNp’s na presenga de anticorpo
anti-glifosato.

A identificacdo de compostos conectados ou que estdo proximos as nanoparticulas
foi cumprida por meio de FTIR e espectroscopia Raman. A espectroscopia Raman foi
utilizada para identificacdo dos compostos do conjugado AuNp’s-Ac que caracterizam
a presenca de proteinas do anticorpo. Os resultados da conjugacdo podem ser
observados na Fig. 16 (A). O espectro Raman apresentou resultados assertivos
coerentes, revelando por meio dos picos intensificados as estruturas que estédo
diretamente conectadas as particulas. Os grupos funcionais relacionados a interacéo
das AuNp’s com os anticorpos (AuNp’s-Ac) foram evidenciados em 1294 e 1557 cmr
1, correspondentes as por¢des fosfonometil e glicina, presentes na estrutura quimica

do glifosato.

As atribuicGes de identificagdo na espectroscopia de infravermelho estao relacionadas
a presenca da nanoparticula conjugada com o anticorpo anti-glifosato, bem como as
caracteristicas quimicas que o glifosato possui. A presenca de uma forte banda em

991 cm™ no espectro é atribuida a molécula de glifosato, correspondente a fragéo
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fosfonometil, indicando a presenca do anticorpo anti-glifosato na ligagdo com as
AuNp’s.
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Figura 16 — Comparagao dos espectros Raman de AuNp’s e anticorpo anti-glifosato
IgY (A). Espectros de FTIR de AuNp’s e anticorpo anti-glifosato (B).

5.2.4 Analise de floculagao das AuNp’s-Ac

O ensaio de Gold Number [55] foi implementado a fim de avaliar concentragdo minima
de proteinas capaz de estabilizar as nanoparticulas de ouro e avaliar a formacao de
agregados de nanoparticulas quando submetidas a NaCl. As caracteristicas
semelhantes entre anticorpos do tipo IgG e IgY [68] permite ter como base o ponto
isoelétrico (pl) do anticorpo do tipo IgG proximo a 8,7 [69], permitindo assim que a
interacao entre AuNp’s e anticorpo pudesse ser analisada em pH7, pH8 e pH9 para

estabelecer a melhor carga para adsor¢ao ionica.

Os valores de pH7 e pH8 apresentaram maior eficiéncia de estabilizacdo das AuNp’s-
Ac, inibindo a agregacdo nos quatro primeiros pontos de concentracao do anticorpo,
enquanto que em pH 9, as nanoparticulas conjugadas aos anticorpos apresentaram
sinais de agregacao a partir da terceira concentracdo, sendo possivel observar na Fig.
17 a mudanca de coloracdo de vermelho para roxo que é indicativo de formacédo de

agregados.
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Figura 17 — Ensaio de floculacdo “gold number’ das AuNp’s conjugadas com
anticorpo anti-glifosato.

Portanto, quanto ao fenbmeno de atracdo eletrostatica entre as particulas e os
anticorpos e consequente adsorcéo idnica, o estado do conjugado quando em pH 7 e
pH 8 apresentou maior estabilidade de conjugacédo, excluindo o pH 9 visto que a
camada superficial das particulas ndo possibilitou a adsorcdo idnica do anticorpo na

superficie em baixas concentracdes.

A mensuracdo das evidéncias constatadas na mudanga de coloragdo do conjugado
em diferentes valores de pH foi realizada por meio de espectroscopia Uv-Vis (Fig. 18
- A,B e C) e o parametro de floculagéo foi avaliado em concentragdes crescentes do
conjugado em diferentes valores de pH (Fig. 18 - D, E e F). A mudanca de tonalidade
do conjugado de vermelho para roxo é representada na espectroscopia por meio da
mudanca do pico plasmdnico na superficie das particulas, evidenciando a agregacao
do material na presenca dos anticorpos de acordo com as diferentes escalas de pH.
A formagédo de picos plasmoénicos proximos a 700 nm indicam a formacgéo de
agregados de particulas e evidenciam a instabilidade na presenca de NaCl. A baixa
concentracdo de anticorpos na presenca dessas particulas, corrobora para que as
particulas possam interagir, visto que ndo encontram anticorpos disponiveis para
serem adsorvidos a superficie do metal.
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Figura 18 — Espectroscopia UV-Vis de AuNp’s conjugadas a anticorpo anti-glifosato
em escala de pH 9 (A), pH 8 (B) e pH 7 (C). Grau de floculacdo das concentra¢cdes do
conjugado em diferentes ambientes de pH (D, E, F).
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5.3 DETECCAO DE GLIFOSATO POR LSPR
5.3.1 Deteccao de glifosato por meio de AuNp’s funcionalizadas com cisteamina

A funcionalizagdo de AuNp’s com cisteamina permitiu que os grupos funcionais amino
fossem expostos na superficie das nanoparticulas devido a forte ligagédo entre ouro e
enxofre pertencente a outra fracdo da cisteamina, permitindo carga positiva para as
Np’s funcionalizadas. A ligagao do glifosato as AuNp’s-Cis ocorreu devido aos grupos
funcionais carboxil (-COOH) e fosfonil (-PO3H2) do glifosato que interagiram
eletrostaticamente com as AuNp’s-Cis, estabelecendo uma forte afinidade entre os

compostos.

O deslocamento plasménico confirmando a presenca de glifosato pode ser
identificado na Fig. 19. O elemento de reconhecimento interagiu com as AuNp’s
causando um mecanismo de transducédo de sinal. Para avaliar a conjugacao das
AuNp’s-Cis com glifosato, foi utilizado espectrofotometria UV-Vis para monitoramento.
A resposta de deteccéo foi diretamente ligada com a mudanca dos espectros LSPR
quando a amostra estabelecida como controle, como as AuNp’s-Cis, foi substituida
pela amostra de detecgdo, as AuNp’s-Cis com adicdo de glifosato. Em altas
concentracfes do herbicida, o espectro apresentou explicito deslocamento acima de
600 nm, indicando agregacdao de AuNp’s. Devido a esse fato que o excesso de
glifosato provoca aglomeracdo e desvio espectral. Os limites foram definidos de
acordo com a equacédo de regressdo apresentada na Fig. 19 (B) de 0,18 mg.L* a 3
mg.L2.
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Figura 19 — Espectrofotometria UV-Vis da conjugag¢ao das AuNp’s-Cis com glifosato
(A). Grafico de linearidade de deteccdo (B). Em altas concentracdes do herbicida, o
espectro apresenta deslocamento em torno de 650 nm, indicando agregacao de
AuNp’s

5.3.2 Detecgao de glifosato por meio de AuNp’s conjugadas com Anticorpos

A interacao entre os anticorpos, as AuNp’s e o glifosato pode ser atribuida a estratégia
de ligacéo eletrostatica e este processo esta diretamente relacionado com a mudanca
na ressonancia plasmoénica da superficie das nanoparticulas. As alteracbes na
superficie das AuNp’s por meio de materiais dielétricos induziram a alteracbes no
indice de refracdo, permitindo a detec¢éo de glifosato por meio da ligacdo ao anticorpo
especifico. Para conjugacdo com os anticorpos, as AuNp’s foram estabelecidas em
pH 8 conforme o estudo de grau de floculagdo descrito na se¢do 5.2.4. As andlises
para confirmacao de detecc¢édo de glifosato foram evidenciadas por LSPR e os gréficos
de deteccédo foram atribuidos em funcédo da absor¢do no comprimento de onda em
600 nm. Para estabelecer o limite de deteccdo das amostras funcionalizadas com
anticorpo, diferentes niveis de concentracdo de glifosato foram estabelecidos e os
resultados podem ser observados de acordo com a espectroscopia Uv-Vis na Figura
20. Os resultados do espectro evidenciaram o deslocamento plasménico em todas as
concentracdes de glifosato. As concentracdes avaliadas variaram de 0,004 ug.L? a
10000 ug.Lt. As alteracdes observadas no espectro Uv-Vis ocorreram devido a
atracdo da molécula de glifosato com o a regido de ligacao especifica do anticorpo.
Observa-se também que a medida que a concentracdo de glifosato diminui, o pico de
deslocamento se torna menor em comparagao a concentragdes mais altas. Todas as

faixas de glifosato apresentaram sucesso no deslocamento, indicando a identificagao
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do analito por meio dos anticorpos. Além dos desvios plasmonicos identificados, vale
ressaltar que ndo houveram picos proeminentes de agregacao de particulas como
pode ser observado no espectro com absorcdo proxima a 700 nm. Os valores de
concentracéo de 0,004 ug.L* a 10.000 ug.L* estédo representados no espectro da Fig.

20 (A) e estdo de acordo com as equacdes lineares representadas na Fig. 20 (B-C).
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Figura 20 — Espectro Uv-Vis das concentra¢des de glifosato adicionadas as AuNp’s
conjugadas a anticorpo anti-glifosato (A). Gréficos de linearidade de deteccéo (B-C).

A fim de verificar a aplicabilidade do sistema de detec¢cdo em amostras reais, uma
amostra de café arabica foi avaliada como modelo de estudo. A andlise de residuos
requer um extenso processo como extracdo, limpeza e remocao de interferéncias.
Para isso, varias técnicas elaboradas sdo consideradas pertinentes para a validacao
da extracdo. Neste estudo, ndo foram adotadas técnicas laboriosas para a extracao

das amostras, contudo, apresentamos a possibilidade de maiores estudos acerca dos
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residuos de glifosato presentes no café arabica. A identificacdo desses residuos nas
amostras foi determinada por decorréncia do fendbmeno de LSPR. A avaliacdo do
comportamento do bioconjugado de AuNp’s-Ac na presenca de glifosato foi
evidenciada pela andlise de uma amostra organica com adicdo do herbicida na
concentragdo de 50 ug.Kg™. Os espectros das analises (Fig. 21) indicaram resultados
relevantes, permitindo que o analito fosse identificado a partir da ligacdo entre o
bioconjugado e o herbicida. Para a amostra de café foi detectado um valor de 40,84
ug.L. Considerando que os métodos de extracédo ndo foram avaliados neste trabalho,
0s resultados se mostraram promissores para a quantificacdo de glifosato na amostra

avaliada.

AuNp-Ac + Café Organico
AuNp-Ac + Café Orgéanico com adi¢do de Glifosato

Absorbancia (u.a)

% T y T Y T ¢ 1
400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 21 — Espectroscopia UV-Vis de AuNp’s-Ac conjugadas a solucdo de amostra
organica de café acrescida de glifosato.

Sistemas de deteccdo de glifosato foram relatados (Tab. 2) para a melhor
compreensao do biossensor desenvolvido neste trabalho. De forma efetiva, esses
sistemas possibilitaram o avanco quanto aos limites de deteccéo e permitiram que o
tempo de processamento fosse reduzido. Contudo, a nanotecnologia viabilizou a
construgcdo de um sensor de baixo custo construido a partir de anticorpos especificos
para determinado alvo que resultasse em menor tempo de analise e menor limite de

deteccdo se comparada aos demais métodos.
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i ) . Concentracéo
Método Material Utilizado Tempo Ref.
Detectada
Colorimétrico AuNp’s e cisteamina lug.L? 15 min [59]
o DNA-templated silver .
Fluorescéncia 5ug.L? 6 min [70]
nanoclusters
Quimioluminescéncia MIP 0,046 ug.L? 10 min [71]
LSPR AuNp’s e anticorpo 0,009 ug.L-1 Tempo real Este estudo

Tabela 2 — Comparacéo de diferentes métodos de deteccao de glifosato.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Um método rapido, simples e sensivel para deteccao de glifosato foi desenvolvido. A
deteccdo de glifosato baseou-se no fendmeno de ressonéancia plasmonica de
superficie localizada, permitindo que o analito fosse monitorado em tempo real. A
presenca de glifosato foi confirmada por meio da ligacédo de anticorpos especificos ao
herbicida com ampla faixa de linearidade de 0,009 ug.L™* a 10.000 ug.L*. A detecgéo
e quantificagcdo em amostras reais foi apresentada indicando que o sistema proposto
€ promissor para aplicacbes em escala real, com limites de quantificacdo que abrange
os valores permitidos pela legislacdo nacional e internacional. O sistema desenvolvido
pode ser utilizado como uma alternativa para a deteccao rapida no local de coleta ou
como ferramenta de monitoramento e triagem para o0s sistemas tradicionais de

deteccéao.
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